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RESUMO

A Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) é o agente etiolégico da leishmaniose
visceral, presente nas Ameéricas, tendo os cdes como seu principal reservatorio do parasita,
seguido de posterior ocorréncia de casos humanos. Para controle da doenca, novas solucGes
preventivas em cdes, como a producdo de novas vacinas, faz-se necessario. Um fragmento
protéico de 206 aminoacidos de L. infantum denominada Lc24, que ja teve sua antigenicidade
anteriormente avaliada pelo nosso grupo de pesquisa, € alvo do presente estudo. Primeiramente
foi feita a clonagem do fragmento correspondente a 624 pb no vetor pMAL-p5X para a
obtencdo de um produto protéico fusionado a proteina Maltose Binding Protein (MBP), seguido
de confirmagdo por sequenciamento. Devido ao insucesso da expressdo da proteina
recombinante, utilizou-se como estratégia alternativa a sintese de peptideos. Para isso, utilizou-
se uma estratégia de imuno-informatica para selecdo de epitopos contidos em sequéncias
peptidicas pequenas, passiveis de serem sintetizadas, mas que guardassem as propriedades
imunologicas de Lc24. A sequéncia protéica completa foi analisada utilizando os servidores
BepiPred 2.0 e 0 ABCpred para reconhecimento de regifes de epitopos referentes a células B
e, posteriormente, os servidores EpiDOCK, Rankpep, IEDB e NetMHCpan, para a predicao de
epitopos para os alelos H-2Kb, H-2Kd, H-2Db, H-2Dd e H-2Ld (para MHC-1) e IA-b, I-Ad e
IE-d (para MHC-II), para reconhecimento por células efetoras do tipo T (CD4* e CD8"). Os
peptideos selecionados também foram analisados in silico quanto a propriedades de
antigenicidade, alergenicidade, toxicidade e similaridade frente a sequéncias de proteinas
caninas e humanas. Dentre os diferentes peptideos identificados, selecionou-se o peptideo
GD2102, tendo como base a metodologia de classificacdo de melhor peptideo estudado neste
trabalho para a sintese quimica. Importante destacar que foi adicionado uma valina na porcao
N-terminal para ajudar na estabilidade e solubilidade do peptideo, e a sequéncia peptidica RS09,
um conhecido adjuvante sintético. Adicionalmente, parte dos peptideos também foram
encapsulados em lipossomas para promover um processo mais lento de liberacdo. Embora néo
tenha sido detectado anticorpos 1gG, 1gG2 e IgG2a antigeno especificos em camundongos
BALB/c e swiss imunizados com os peptideos livres ou encapsulados (dias 0, 14 e 21 para a
linhagem BALBI/c e dias 0 e 14 para a linhagem swiss), novas analises sdo necessarias como a
adicdo de uma aplicacdo de uma terceira imunizagao e/ou aumento na quantidade de peptideos
livres e encapsulados.

Palavras Chave: leishmaniose visceral; peptideos sintéticos; epitopos; vacina peptidica.



ABSTRACT

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) is the etiologic agent of visceral leishmaniasis,
present in the Americas, which has dogs as the main reservoir of the parasite, followed by the
subsequent occurrence of human cases. To control the disease, new preventive solutions in
dogs, such as the production of new vaccines, are necessary. A protein fragment of 206 amino
acids from L. infantum called Lc24, which already had its antigenicity previously evaluated by
our research group, is the subject of the present study. First, the fragment corresponding to 624
bp was cloned in the pMAL-p5X vector to obtain a protein product fused to the Maltose Binding
Protein (MBP), followed by confirmation by sequencing. Given the failure of the recombinant
protein expression, peptide synthesis was used as an alternative strategy. FFor this purpose, an
immunoinformatics strategy was used to select epitopes contained in small peptide sequences
that were capable of being synthesized but that retain the immunological properties of Lc24.
The complete protein sequence was analyzed using the servers BepiPred 2.0 and ABCpred for
the recognition of epitope regions referring to B cells. Later, the servers EpiDOCK, Rankpep,
IEDB, and NetMHCpan, for the prediction of epitopes for the H-2Kb alleles, H-2Kd, H-2Db,
H-2Dd, and H-2Ld (for MHC-I) and 1A-b, I-Ad and IE-d (for MHC-I1), for recognition by T-
type effector cells (CD4* and CD8"). The selected peptides were also analyzed in silico for
properties of antigenicity, allergenicity, toxicity, and similarity to canine and human protein
sequences. Among the different peptides identified, the peptide GD2102 was selected based on
the best peptide classification methodology studied in this work for chemical synthesis. It is
important to highlight that a valine was added in the N-terminal portion to help with the stability
and solubility of the peptide, and the peptide sequence RS09, a known synthetic adjuvant.
Additionally, part of the peptides was also encapsulated in liposomes to promote a slower
release process. Although antigen-specific 1gG, 19G2, and 1gG2a antibodies were not detected
in BALB/c and swiss mice immunized with the free or encapsulated peptides (days 0, 14, and
21 for the BALB/c strain and days 0 and 14 for the swiss strain), new analyzes are necessary
such as the addition of a third immunization and/or increase in the amount of free and
encapsulated peptides.

Keywords: visceral leishmaniasis; synthetic peptides; epitopes; peptide vaccine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas tropicais negligenciadas, cuja prevaléncia
afeta de maneira desproporcional as populacGes marginalizadas, em condi¢fes sanitarias
deficientes e que tem acesso limitado a cuidados a salude, principalmente em regides de clima
tropical e subtropical (DAWIT et al., 2013; OMS, 2022). Essa parasitose é uma doenca infecto-
parasitaria que acomete 0 homem, causada por protozoarios do género Leishmania. Esta doenca
pode se manifestar em diferentes formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania
envolvida e da relagdo do parasita com seu hospedeiro (GONTIJO e CARVALHO, 2003).
Estima-se que a leishmaniose apresente uma prevaléncia de 12 milhdes de casos no mundo,
com 350 milhdes de pessoas ameacadas de contrair a doenca em 88 paises, 72 dos quais
localizados em paises em desenvolvimento. A saber, 90% dos casos ocorrem no Brasil,
Bangladesh, india e Sudio (ROCHA e PETRONI, 2017).

A parasitose é transmitida entre hospedeiros por fémeas de flebotomineos
durante a hematofagia (STOCKDALE e NWETON, 2013). Os flebotomineos sdo os vetores
naturais de alguns agentes etioldgicos causadores de doencas humanas e de animais, tais como
protozoarios do género Leishmania ross, 1903. O ciclo evolutivo de Leishmania spp. acontece
durante o repasto sanguineo, pela ingestdo de macréfagos infectados com amastigotas. No trato
digestivo do inseto, os macrofagos se rompem, e liberam o parasita, que se diferencia a
promastigotas. Em seguida, o parasita migra para a faringe do inseto, podendo ser inoculadas
em novo hospedeiro em um novo ciclo de repasto sanguineo (SRIVASTAVA et al., 2016;
QUEIROQZ, 2019).

As leishmanioses apresentam duas formas clinicas principais:
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral (LV) (ALMEIDA et al., 2020). A forma
tegumentar € a mais comum podendo acometer pele e mucosas, autolimitadas (HAILU et al.,
2016; ROCHA e PETRONI, 2017). A LV, também denominada calazar, € uma doenga cronica
grave, cuja letalidade pode alcancar 95% quando ndo se institui o tratamento adequado. E
causada por espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani. No Brasil, 0 agente
etiologico é a Leishmania infantum (=Leishmania chagasi) (DANTAS-TORRES, 2006)
encontrada em alguns paises do Mediterraneo e da Asia (GONTIJO; MELO, 2004), tipica de
zonas rurais e em amplo processo de urbanizacdo, apresentando cerca de 90% dos casos na
regido Nordeste (COSTA et al., 2018). Afeta principalmente as pessoas mais vulneraveis, como
criancas menores de cinco anos, idosos, pacientes com comorbidades e outras condigdes com

como co-infecgdo Leishmania/ HIV, desnutricdo, entre outras. E endémica em 13 paises das
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Américas, onde foram registrados 67.922 novos casos de 2001 a 2020, com uma média de 3.400
casos por ano. Em 2020, do total de casos, 97% (1.933) foram notificados no Brasil, e os demais
casos, na Argentina, Bolivia, Colémbia, Paraguai, Venezuela e Uruguai (OPAS, 2021).

Na maioria das vezes, os casos de LV humana sdo precedidos por casos
de LV em cédes, sendo esses 0s principais reservatorios de Leishmania em ambiente ndo
silvestre, contribuindo para a manutencdo do ciclo da doenca (ABBIATI et al., 2019;
QUEIROZ, 2019). A eutanasia de cédes soropositivos tem sido adotada como medida de
controle. Entretanto, essa medida € comprovadamente falha devido, em parte, a baixa
sensibilidade de testes diagndsticos, para identificacdo de cdes verdadeiramente positivos
(FERNANDES, 2013). Para controle da LV canina, recomenda-se o uso de coleiras
impregnadas com deltametrina, combinada com a borrifacéo de inseticidas em domicilios como
principal linha de acdo indicada pelo Ministério da Saide do Brasil (COSTA, 2020). Além
disso, preconiza-se no Brasil alternativamente a eutanasia, o tratamento utilizando a miltefosina
em animais infectados. No entanto, o tratamento é caro (R$1400,00/formas farmacéuticas) e
inacessivel para muitos tutores. Isto posto, é importante a busca por opgdes terapéuticas ou
vacinas seguras, efetivas e mais baratas. Importante ressaltar que o0 mercado PET movimentou
em 2020 146 bilhdes de dolares no mundo, sendo 40 bilhdes apenas no Brasil, mostrando o

potencial a ser alcangado com produtos destinados ao uso veterinaio.

1.2 A resposta imune nas leishmanioses

Em infeccOes causadas por Leishmania, para que um hospedeiro seja
capaz de resolver a infeccdo, € necessario que ele consiga ativar tanto o sistema imune inato
guanto o sistema imune adquirido; embora o primeiro seja o0 agente efetor da acgédo
leishmanicida, é por meio do estimulo do segundo que o sistema imune inato consegue ser
ativado (TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005; SHARMA; SINGH, 2009.). Embora
nas infec¢bes causadas por agentes intracelulares, a resposta imune do tipo Th2 pode ser
prejudicial, ja que aumenta a susceptibilidade as infec¢Oes e permite a multiplicacdo do parasita
e também em sua disseminag&o, a resposta protetora do tipo Thl se mostra como uma forma
mais potente de defesa concedida pelo sistema imune (HERNANDES-RUIZ & BECKER,
2006). Células do tipo Thl e Th2 afetam diferentes células e influenciam qual sera o tipo da
resposta imune. Citocinas que sdo produzidas pelas células Thl vdo ativar macrofagos e
participar da geracdo de células T, resultando em uma resposta imune mediada por essas células.
Contrariamente, citocinas produzidas pelas células Th2 véo ajudar na ativacdo de granuldcitos
e na producéo de anticorpos via células B. Com a mesma importancia, cada subpopulacéo pode

exercer influéncias inibitorias uma em relacao a outra (MAYER, 2012). As citocinas do tipo
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Thl, como IFNy e TNFa, participam na regulacdo do granuloma e fazem a ativacdo de
macrofagos para aumentar sua capacidade microbicida, além de ajudar na inducdo de uma
resposta humoral com os isotipos IgG1l e IgG3 em humanos (IgG2a em camundongos),
enquanto que as citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, regulam a producédo de
IgE pelos linfdcitos B que participam da ativacdo de reagdes de hipersensibilidade imediata
(HERNANDES-RUIZ & BECKER, 2006).

Essas citocinas sdo resultado de uma apresentacdo de antigenos de
patogenos por meio das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). As
moléculas de MHC apresentam fragmentos peptidicos de antigenos proteicos clivados dentro
das moléculas as células. O MHC de classe | (MHC 1) é expresso pela maioria das células
nucleadas e importante para a apresentacao de peptideos de antigenos citoplasmaticos para as
células T citotoxicas do tipo CD8". O MHC de classe 11 (MHC 11) é expresso por células
apresentadoras de antigenos como as as células dendriticas, macrofagos e linfécitos B e
importante para a apresentacdo de fragmentos peptidicos de antigenos do fagolisossomo que
sdo digeridos para células T CD4", ajudando a decidir como proceder com uma possivel
resposta imune (WU et al., 2021). Entdo, ap6s a inoculacdo da Leishmania na pele e fagocitose
macrofagica, nos individuos que ndo tém a capacidade de produzir IFN-y e ativar macrofagos,
a Leishmania dissemina-se e, dependendo da espécie, causam a LV ou a LC . Nesses pacientes
é facil entender o desenvolvimento da doenga, pela deficiéncia de IFN-y e alta producéo de IL-
10. A restauragdo da resposta imune in vitro na LV pode ser observada pela neutralizagdo de
IL-10 ou pela adicdo de IL-12 as culturas de células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) (MACHADO; ARAUJO; CARVALHO; CARVALHO, 2004)

Apesar do curso da infeccdo geralmente ter os linfocitos T auxiliar
(CD4™) como as moléculas de maior importancia na producdo de respostas do tipo Thl, os
linfocitos T citotdxicos (CD8") também podem ter participacdo neste processo (HOLADAY;
SADICK; WANG; REINER et al., 1991: NYLEN; GAUTAM, 2010). Apds o contato com 0s
antigenos do parasita, expressos na membrana do macrofago infectado, e dependendo do tipo
de celula apresentadora de antigeno (APC), os niveis de citocinas enddgenas e a natureza do
antigeno reconhecido, as células T CD4" e CD8" proliferam e secretam um padrao de citocinas
definidas com diferentes fungdes efetoras. Os linfocitos B, por sua vez, atuam na interagdo com
os linfocitos T auxiliares, agindo como APCs iniciais da resposta imune, como mecanismo
facilitador da sua prépria ativacéo e diferenciacdo. Sendo assim, essa interacao vai contribuir
na producdo de citocinas e também de outros fatores que facilitam a polarizagdo para resposta
Thl ou Th2 (RODRIGUEZ-PINTO, 2005; CRAWFORD; MACLEOD; SCHUMACHER,;
CORLETT et al., 2006).
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Além de serem células apresentadoras de antigeno, os linfdcitos B
também sdo responsaveis pela resposta humoral. Sua principal fungéo é a defesa do hospedeiro
por meio da secrecdo de anticorpos que reconhecem as moléculas antigénicas dos patdgenos, a
regulacao negativa de respostas inflamatorias e a regulacao de respostas contra auto-antigenos.
Outra funcdo importante dos linfécitos B é seu papel como células imunorreguladoras. As
células B secretam citocinas e influenciam a acdo de outras células, regulam a organizagéo e a
neogénese dos tecidos linfoides, a reparacéo de tecidos danificados pela inflamacdo e também
influenciam a imunidade antitumoral, principalmente com as células T CD4" as quais
apresentam antigeno. As células B sdo heterogéneas e podem ser classificadas de acordo com
as citocinas as quais elas produzem. As células B reguladoras sdo uma subpopulagdo de células
B que fazem a manutencdo da tolerancia e limitam as respostas inflamatorias através da
secre¢do da citocina IL-10, que inibe as citocinas pro-inflamatdrias e promove a diferenciacédo
das células T CD4* em células reguladoras (COHEN; EMERY; GREENWALD et al., 2006;
MARTIN; ESCUDERO; RODRIGUEZ; MARTIN, 2013).

1.3 O controle das leishmanioses: tratamento e vacinas

Ha& poucos farmacos disponiveis para tratamento das leishmanioses, 0s
quais apresentam alta toxicidade e baixa eficacia. Quando a questdo é o tratamento de
leishmaniose visceral canina (LVC), sabe-se que a cura clinica e parasitolégica raramente é
alcancada. (LAMOTTE et al., 2017; GONCALVES et al., 2019).

Os antimoniais pentavalentes sdo a primeira linha de tratamento, porém
seu uso tem sido restrito devido a grande variedade de efeitos colaterais como cefaléia e dores
no corpo, até efeitos mais graves como hepatite, pancreatite, insuficiéncia renal e cardiopatia
(NEVES, 2008). Como farmaco de segunda escolha, temos a anfotericina B, podendo levar ao
desenvolvimento de efeitos colaterais também graves, como o comprometimento renal
(GHORBANI; FARHOUDI, 2018; BRITO, 2019).

Em cées, a terapia medicamentosa com miltefosina foi aprovada pelo
Ministério da Salude e o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2016)
para o tratamento de LVC, sendo o Unico farmaco autorizado para o tratamento canino no
Brasil. Embora a associacdo da miltefosina com alopurinol parece manter baixa a carga
parasitaria de animais infectados, mostrando-se uma boa associagédo candidata para o tratamento
de LVC, aresisténcia induzida ao uso do alopurinol é um problema (MANZILLO et al., 2009;
YASUR-LANDAU et al., 2017; GONCALVES et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019; AYRES
etal., 2022).
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1.3.1 O controle da LVC: as vacinas

No Brasil, existe apenas uma vacina contra a LVC disponivel
comercialmente, a Leish-Tec® (Ceva Animal Health) que utiliza a proteina A2 recombinante
juntamente com saponina na sua composi¢do. O objetivo da vacinagdo contra a LVC é duplo:
reducdo do risco de um cédo vacinado individual sofrer da doenca e reducdo do risco de
transmissdo subsequente do parasita. Importante destacar que ndo ha até o momento
comprovacdo de que a Leish-Tec® induza uma resposta imune predominante Thl forte e
duradoura, na prevencdo e progressdo da doenca em cdes (MENDES, 2016; DANTAS-
TORRES et al., 2020).

Uma outra vacina autorizada na Europa para controle da LVC ¢é a
CaniLeish® (Virbac, Franca), formulada com LiESP e a fragdo de saponina QA-21 (Mendes,
2016). Esta vacina induz uma resposta mediada por céelulas de perfil Thl apropriada logo apds
completar o curso primario, e essa resposta efetivamente reduz a infeccao por L. infantum em
macréfagos in vitro. Quando administrado em cées de areas endémicas, a vacina é capaz de
diminuir aproximadamente quatro vezes o risco de um cdo individual progredir para infeccdo
ativa sintoméatica (MORENO et al., 2012; BONGIORNO et al., 2013). As desvantagens no
tratamento clinico da LVC e a escassez de formulagGes vacinais com resultados positivos faz
com que o desenvolvimento de novos tratamentos ou vacinas seja essencial, para o controle da
doenca em cdes e, desta forma, diminuir a disseminacdo da doenca em humanos (GILLSEPIE
etal., 2016; RIBEIRO et al., 2018).

Na literatura cientifica ja foi descrito um grande nimero de antigenos
candidatos a componente de uma vacina contra LV, desde antigenos do parasita inteiro morto
ou atenuado (DANESHVAR et al., 2014), fracbes de antigenos do protozoario (BORJA-
CABRERA et al., 2002; OLIVA et al., 2014; LAURINDO 2021), até antigenos recombinantes
(POOT et al., 2006; FERNANDES et al., 2008) para serem administrados como proteina em
combinagdo com um adjuvante ou como DNA codificante (Mendes, 2016). As vacinas
produzidas a partir de antigenos recombinantes mostram-se efetivas na ativacdo do sistema
imunoldgico e na manutencdo da protecdo em modelos experimentais (camundongos e cées)

(Kaur et al., 2011) e em humanos (fase | dos ensaios clinicos) (Chakravarty et al., 2011).

1.4 Estudos de potencializa¢édo de ativacédo de resposta imune ao promover
implementacgdes da formulagao vacinal e na estrutura de peptideos

Os adjuvantes vacinais sdo importantes componentes na fabricacdo de

vacinas e tém sido utilizados com o propdsito de melhorar a qualidade das mesmas, reduzindo
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riscos e aumentando sua eficiéncia. Um adjuvante é uma substancia que ¢é adicionada a uma
vacina para estimular e aumentar a magnitude e a durabilidade da resposta imune do hospedeiro
contra o antigeno vacinal (SINGH E O’HAGAN, 2003). Os adjuvantes sao classificados em
dois grupos, os imunoestimuladores que mimetizam moléculas altamente conservadas dos
patdgenos, que ativam diretamente as APC e outras células imunes através de receptores
celulares, como os Toll-like (TLR), agonistas de receptor de lectina tipo C e outros receptores
e, os sistemas de liberacao de antigenos as APC, como os lipossomas, emulsdes, nanoparticulas,
complexos imunoestimulantes (ISCOMs) entre outros (O’HAGAN E VALIANTE, 2003).

Apesar de seu uso ainda ser restrito em seres humanos, os adjuvantes sdo
utilizados amplamente na veterinaria. O desenvolvimento de novos adjuvantes vacinais tem
sido descrito como um dos processos mais lentos da historia da medicina (FERREIRA et al.,
2013; PULENDRAN et al., 2021). O Montanide™ Gel 01 é um adjuvante polimérico
desenvolvido para melhorar a seguranca e eficicia das vacinas de DNA, fornecido pela Seppic
(Puteaux, Franca) e utilizado a 10% conforme recomendagio dos fabricantes. E adjuvante a
base de 4gua desenvolvido recentemente para melhorar a eficacia da vacina com caracteristicas
aquosas. Observou-se que o uso de Montanide™ Gel 01 como adjuvante deu resposta imune
de maneira precoce suficiente em bovinos vacinados, associada a um perfil de seguranca,
qualquer que seja a natureza do antigeno, e foi relatado que os anticorpos induzidos foram mais
elevados do que as de vacinas a base de aluminio e, portanto, pode ser usado associado a um
amplo conjunto de meios antigénicos e recomendado como adjuvante para vacinas de animais
sensiveis (PENEBRA and LILLEHOJ, 2019; ABD EL RAHMAN et al., 2020).

Além de adjuvantes vacinais varios tipos de formulacfes farmacéuticas
com sistemas de entrega de medicamentos (DDS) foram desenvolvidos para auxiliar no
tratamento de pacientes, juntamente com melhorias na eficacia na entrega desses farmacos e
seguranca do DDS (DUNCAN, 2006; FENSKE e CULLIS, 2008; ZHANG et al., 2008;
SLINGERLAND et al., 2011). A ciéncia analitica tem um papel importante no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos nessa vertente de sistemas transportadores, como
lipossomas (GOMEZ-HENS e FERNANDEZ-ROMERO, 2006; OHNISHI; YAMAMOTO et
al., 2012). Lipossomas séo estruturas esféricas fechadas, constituidas por uma bicamada de
fosfolipidios que envolvem um compartilhamento aquoso interno. Um composto que seja
farmacologicamente ativo pode interagir com esta estrutura localizando-se, se for muito
hidrossoluvel, no interior hidrofilico, ou no interior da bicamada, isso em casos de compostos
mais lipofilicos ou ainda podendo localizar-se numa situacdo intermediaria. Estas estruturas
tém sido estudadas ao longo dos anos, com bastante intensidade, como carregadores de
farmacos, ja que os lipossomas podem evitar a rapida absor¢do dos antigenos pelos macréfagos
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no sistema reticuloendotelial e circular na corrente sanguinea por um tempo relativamente longo
(SHARMA & SHARMA, 1997, CONCEIQAO; TORCHILIN, 2005; MATOS; MOUTINHO,
2009).

Além dos fosfolipidios, a adi¢do de colesterol também tem sido aplicada
para proporcionar maior flexibilidade dos lipossomas, proporcionando a criacdo de espacos
entre os fosfolipidios. A natureza, a estrutura quimica, a propor¢do empregada dos fosfolipidios
e a técnica utilizada em seu preparo podem influenciar tanto as caracteristicas morfoldgicas
quanto as caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas, como tamanho de particulas,
estabilidade, carga superficial, nimero de bicamadas, entre outros (DAWOUND et al., 2019;
PALLAGI et al., 2019; GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LUIZ, 2022).Tendo isso em
mente, de acordo com Treuel et al., (2014) a etapa de producao e caracterizacao dos lipossomas
¢ essencial para assegurar a sua atividade terapéutica, j4 que as variacGes nas propriedades
fisico-quimicas de nanocarregadores podem influenciar em sua atividade biol6gica. Entéo,
dependendo dos métodos de preparo, diferentes tipos de lipossomas podem ser obtidos. De
maneira geral, eles podem ser classificados de acordo com a sua carga de superficie (catidnico,
anibnico ou neutro), tamanho e nimeros de bicamadas (DAWOUD et al., 2019; PALLAGI et
al., 2019; GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LUIZ, 2022).

Existem estudos de pequenas sequéncias de residuos de aminoacidos que
tém a capacidade de agirem como adjuvantes, que sdo chamados adjuvantes sintéticos. O uso
de adjuvantes sintéticos € uma abordagem mais segura e considerada um avanco em relacdo
aos métodos tradicionais de vacinagdo. RS09 (APPHALS) serve como um excelente adjuvante
e tem sido usado em muitos estudos anteriores (MOYLE and TOTH, 2013; GUPTA et al., 2020;
ONILE et al., 2020; KHAN et al., 2020; TARANG et al., 2020). O RS09 é um agonista de
TLR-4, sendo assim, o envolvimento desse peptideo adjuvante permite que epitopos que
reconhecem os linfdcitos citotoxicos T CD8" (CTL) sejam co-estimulados, resultando em uma
ativagcdo imune mais robusta (REHMAN et al., 2021).

1.5 Lc24 e produgdo de vacina de peptideos

Vacinas de peptideos sintéticos que induzem imunidade por causar uma
ativacdo em células T e B sdo a grande promessa na prevencao e terapia de doengas infecciosas
(VAN DER BURG et al., 2006) e vém sendo usados em protocolos de vacinacdo contra
patogenos extracelulares e intracelulares (HARLOW, et al., 1988; THOMPSON, et al., 1994;
LINDBERG, 1999). Peptideos sdo formados pela unido entre dois ou mais residuos de
aminoacidos. 1sso ocorre por uma rea¢do de condensagdo envolvendo um grupo a-carboxilico

de um aminoacido ¢ um grupo a-aminico de outro, formando ligacdo peptidica (BENITES,
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2017). Peptideos sintéticos sao faceis de produzir em escala industrial, ndo possuem potencial
de integragdo ou recombinacdo genética. Apesar de alguns casos na literatura confirmarem que
sdo quimicamente estaveis, ndo precisando de condicdes especiais de armazenamento, mas a
estabilidade quimica e fisica podem ser comprometidos por fatores internos, como a
temperatura e pH, bem como por contaminantes e impurezas de excipientes. O que significa
que a producdo e formulagdo de vacinas peptidicas necessitam de atencéo especial para a sua
eficacia e seguranca (JACKSON, et al., 2006; MACHADO, 2010; CALIXTO, 2013).

Fatores intrinsecos, incluindo propriedades hidrofobicas, hidrofilicas,
tamanho, carga, e fatores extrinsecos como pH, sua carga iénica e presenca de sais, e interacao
com outros componentes afetam a solubilidade de proteinas e consequentemente dos peptideos
provenientes da mesma (FARIAS, 2017). Portanto € importante que para a sintese em fase
solida do peptideo que é um candidato a imunizante seja utilizado uma sequéncia de residuos
de aminoacidos que tenha uma solubilidade alta. O método denominado sintese de peptideos
em fase sélida, tem como base o fato do grupo carboxilico do aminoacido C-terminal de uma
cadeia peptidica, se encontrar unido covalentemente a um polimero e, portanto, o componente
gue contém esta extremidade € insolUvel nos solventes utilizados no processo de sintese. E
entdo, o excesso de reagentes e a maioria dos produtos secundarios podem ser eliminados por
simples filtracdo e lavagens do polimero que contém o peptideo em crescimento. Isto influencia
favoravelmente a sintese e proporciona excelentes rendimentos (ANDREU; RIVAS, 1997;
BENITES, 2017).

Além de todas as questBes de escolha do imunizante em uma vacina
peptidica e sua sintese, outros parametros também devem ser avaliados para uma eventual
formulacdo. Este antigeno precisa ser avaliado quanto suas caracteristicas antigénicas, ndo
alergénicas, imunogénicas, ndo tdxicas, conservadas e se possuem boa cobertura populacional
para linfécitos linfocitos T (CD8" e CD4") e linfécitos B, além de checar se a sequéncia
escolhida do imunizante ja ndo esta presente no genoma do alvo a ser imunizado pois ja seria
algo de conhecimento do sistema imunoldgico desses animais, ou seja, ndo seria um antigeno
(SILVA, 2022). Para isso existem servidores computacionais onde ao ser feito um estudo de
imunoinformatica sdo amplamente utilizados. Os servidores IEDB Cells e ABCpred séao
utilizados na literatura como os principais servidores para predizer peptideos com capacidades
antigénicas e imunogénicas que sejam ligantes de linfécitos B (JESPERSEN et al., 2017; SAHA
and RAGHAVA, 2006). Como também para linfocitos do tipo T; para aqueles que estimulam
resposta do tipo T CD4", é utilizado como principal servidor o EpiDOCK que mostrara se 0s
peptideos em analise no estudo de predicéo vao ter capacidade de reconhecer células do tipo

MHC de classe Il e produzir uma resposta imune esperada (DHANDA et al., 2013), e também
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para a resposta da inducdo de linfdcitos do tipo T CD8", que reconhecem epitopos de MHC de
classe | que podem ser avaliados quanto ao seu reconhecimento dessas células utilizando o
servidor NetMHCpan (HOFFMAN; SHAN; KRIEGER, 2021).

Neste contexto, um transportador do tipo ABC, LINF_240020050, de
3372 aminoacidos, vem sendo alvo de estudos pelo nosso grupo quanto ao seu potencial uso no
diagnostico da LVC. lIsabel, 2010 realizou um mapeamento desta proteina, identificando
regides de epitopos de reconhecimento para as células B. Neste estudo, uma regido de 208
aminoéacidos, denominado Lc24, foi selecionada e caracterizada quanto as suas propriedades
antigénicas, a qual foi explorada neste trabalho para caracterizacdo das propriedades

imunogénicas, no contexto de desenvolvimento de uma nova vacina para controle da LVC.

2 OBJETIVO

Avaliacdo do potencial imunogénico e protetor da proteina Lc24 de L.
infantum em estudos pré-clinicos para o desenvolvimento de uma vacina para controle da

leishmaniose visceral.

Os objetivos especificos do projeto séo:

e Expressar e purificar em sistema de expressao heter6logo a proteina recombinante
MBP::Lc24 (Isabel, T. 2010):

o Amplificar e clonar Lc24 no vetor pMAL-p5x para expressao em fusédo com
proteina Maltose Binding Protein (MBP) em E. coli;

e Mapear e selecionar regides de epitopos para sintese de peptideos derivados da proteina
Lc24;

o identificar sequéncias com potencial imunogénico;

e Sintetizar peptideos derivados de Lc24 contendo regides de epitopos;

e Avaliar o potencial imunogénico e de antigenos derivados de Lc24 utilizando o
modelo experimental BALB/c;
o Encapsular peptideos sintetizados em lipossomas anionicos;
o Imunizar camundongos com o peptideo derivado de Lc24;

o Determinar os niveis de 1gG especificos e subclasses IgG1 e 1gG23;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais
Foram utilizados camundongos Swiss machos com cinco a seis semanas

de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacio na Area de Ciéncia de Animais
de Laboratorio (CEMIB), UNICAMP, Campinas, S&o Paulo. Os animais foram mantidos em
caixas individuais, em grupos de cinco, em condi¢cGes ambientais estaveis (23°C £ 2°C de
temperatura e 56% de umidade relativa do ar) e ciclos claro/escuro de 12 horas. Agua e ragdo
foram oferecidas ad libitum. Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —
UNESP (CEUA/FCF/CATr n° 19/2020).

3.2 Linhagens de L. infantum

Foram utilizadas as cepas de L. infantum MHOM/BR/1972/LD e
MHOM/MAG67ITMAP263, gentilmente cedidas pelos Drs. José Angelo Lindoso (Instituto de
Medicina Tropical, USP) e André Gustavo Tempone Cardoso (Instituto Adolfo Lutz) e
mantidas no Laboratério de Bioquimica e Biologia molecular de Tripanossomatideos,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara.

3.3 Linhagens de bactérias

As linhagens e os gendtipos de E. coli e B. subitilis utilizadas neste estudo

estdo descritas nos quadros abaixo:

Quadro 1. Linhagens e gendtipos de Escherichia coli. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Linhagem Gendtipo Referéncia

E. coli TOP10 hsdR, mcRA, lacZAM15,

endAl, recAl .
E. coli genotypes-

Open Wet Ware

E. coli BL21 (F—dcm ompT hsdS(rB — mB —
) gal)
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Quadro 2. Linhagens e genotipos de bactérias. Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Linhagem Gendtipo Referéncia
F-ompThsdS (rB-mB-)
E. coli BL21 Codon dcm+TetrgalendAHte
Plus [argUproLCamr]

E. coli genotypes

F- ompThsdSB(RB- mB-) gal
Open Wet Ware

demA(DE3 [lacllacUVS5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5])
pLYysSRARE
(Camr)

E. coli Rosetta

3.4 Meios de cultura

Schneider completo (Sigma-Aldrich) pH 6,9; suplementado com
bicarbonato de sddio 4,7 mmol.L"%; cloreto de calcio hidratado 5,5 mmol.L™ !; tamp&o Hepes 5
mmol.L- %; Soro fetal bovino 10%; gentamicina 10 mg.mL™; estreptomicina 100 pg.mL?,
penicilinal00 U.mL™. Filtrado em membrana de 0,22 pum (Kasvi®).

LB (Luria Bertani) pH 7,5; Triptona 10 g.L; extrato de levedura 5 g.L"
1 e NaCl 5 g.L%, quando necessario meio solido agar 15g.L* foram adicionados. O meio foi
autoclavado 121°C por 20 minutos. Quando necessario, antibidticos foram acrescentados de
acordo com a requisicdo dos protocolos de transformacao bacteriana.

RPMI completo (Roswell Park Memorial Institue medium)(Gibco®) pH
7,2; bicarbonato de sodio 23,8 mmol.L"1; tamp&o Hepes 9,9 mmol.L" *; Soro fetal bovino 10%;
estreptomicina 100 pg.mL™, penicilina 100 U.mL?. Filtrado em membrana de 0,22 pm

(Kasvi®).

3.5 Sequéncias

A sequéncia completa de nucleotideos e de aminoacidos da proteina em
estudo (ID de acesso LINF_240020050) foi obtida do sitio TriTrypDB, Kinetoplastid Genomics
Resource (https://tritrypdb.org/tritrypdb/), acesso em 16 de agosto de 2022.

3.6 Extracdo de DNA genémico (QDNA)

O DNA gendmico (gDNA) de L. infantum foi extraido utilizando o kit de
extracdo de DNA gendmico Invitrogen™ PureLink™, de acordo com as recomendacdes do
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fabricante. Posteriormente o gDNA foi quantificado no espectrofotometro NanoDrop Lite
Spectrophotometer (Thermo Scientific), analisado em gel de agarose 1% para verificar a

integridade da amostra e armazenado a -20 °C.

3.7 Amplificagdo por PCR

A proporcao de cada reagente para 0 mix da PCR ocorreu da seguinte
maneira: 500 ng de gDNA, 2,5 uL de tampao (10x), 0,5 uL de DNTp (10 mM), 1,25 pL do
primer foward (Fw) (10 uM), 1,25 pL do primer reverse (Rv) (10 uM), 1,5 uLL de MgCI2 (25
mM), 1,0 uL da enzima Taq Polimerase Pfu (Thermo Fisher) e o restante foi adicionado agua
milli-Q para um volume total de 25 pL de solugdo. A reagdo ocorreu da seguinte forma: 94°C
por 3 min; 35 ciclos de: 94°C por 1 min, 55°C por 30 s e 72°C por 1 min; 72°C por 3 min; 72°C
por 7 min e 4°C por tempo indefinido em termociclador Amplitherm Thermal Cycler (ldeal
Lab®). Os primers utilizados estdo detalhados no Quadro 3.

Quadro 3: Primers para a PCR performada em todas as estratégias de clonagens. Fonte: Elaborada pelo
autor 2022.

Primers Sequéncia de pares de base
P.FwLc24 64 | AAA AA CTGGGGGGCAAGAATCACCA
C

5pb

P.RvLc24 645 | AAAGATATCTCAGTGATG GTGGCGAATGTACCAAA
GCAGC
pb
- sitio de restri¢do Ncol; - Trombina; azul - sitio de restricdo EcoRV; - cauda de

histidina; vermelho - regides codificadoras do fragmento Lc24.

3.8 Eletroforese em gel de agarose, manipulacéo e purificacdo de DNA

Para a confirmacdo da amplificagdo da ORF Lc24 foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Brometo de Etideo (10 mg/mL), em tampéo
TAE 1X (40 mM de Tris-Acetato; 2 mM de EDTA, pH 8,5) sob uma tenséo de 3V/cm (Fonte
BioRad) e visualizado sob incidéncia de luz ultravioleta (UV) e as imagens foram capturadas e
registrada utilizando o fotodocumentador (Loccus Biotecnologia-molecular Imaging). De
acordo com as especificacdes dos fabricantes de cada enzima utilizada neste projeto, pode ser
feita as reacOes de digestéo, desfosforilacédo e ligacdo de DNA. Para a purificacdo do DNA foi
utilizado o kit PCR Purification Kit (Cellco Biotecnologia®), de acordo com as especificagdes
do fabricante.
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3.9 Transformacéao bacteriana

Para a expressao da proteina Lc24, transformou-se as linhagens de E. coli
Rosetta e BL21 Codon Plus de acordo com o protocolo descrito por (Miller and Nickolof, 1995)
com algumas modificacBes, como descrito a seguir: 2 mL da cultura crescida overnight foram
adicionadas em 250 mL de LB; 15 min no gelo; Tempo de centrifugacdo de 15 min a 3000 x g;
Lavagem das células com &gua milli-Q gelada estéril foi feita trés vezes.

Transferiu-se, todo o volume existente nos microtubos (bactéria
eletrocompetente + volume da ligacdo) para cubetas de eletroporacéo que ja estavam sendo
resfriadas em gelo. Foi realizada a eletroporagéo utilizando o eletroporador Nucleofector™ 2b
Device (Lonza Biosciences). O conteudo das cubetas foi homogeneizado com meio LB e
transferido para novos microtubos que, posteriormente, foram incubados em banho-maria a
37°C por 1 h. Entdo, as bactérias foram plaqueadas em meio sélido LB + 100 pg/mL de

ampicilina e incubadas em estufa a 37°C overnight.

3.10 Extracao de DNA plasmidial (pDNA)

Algumas das coldnias de bactérias transformantes foram inoculadas em
5 mL do meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. As bactérias inoculadas foram incubadas
por 16 h em Shaker a uma temperatura de 37°C e 250 rpm, para posterior extracdo do pDNA.
Deste pré-indculo foi transferido 1,5 mL para um microtubo e a extracdo do pDNA foi feita
utilizando o kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotecnologia®) conforme
especificagdes do fabricante e armazenado em 25 pL de Elution Buffer, proveniente no kit,
quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific™) ¢

conservado a -20°C.

3.11 Sequenciamento

Apbs isso, a fase aberta de leitura foi confirmada por sequenciamento no
equipamento ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer com o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems) e os primers P.Fw_pMAL-Thrombin-Lc06: 5’
AAACCATGGAACTGGTGCCGCGCGGCAGCCCGCTATCAGTGCTGCGTACTC 3’ e
P.Rv_pMAL-Lc06: 5° AAAGATATCAGCGATTCGAACGAACCCAC 3’. Estas analises
foram realizadas pelo Laboratério de Analises Biomoleculares Multiusuario, da Universidade

Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho”, campus Araraquara.
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3.12 Expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli

Para a expressdo da proteina Lc24, transformou-se as linhagens de E. coli
Rosetta e BL21 Codon Plus. Foram preparados pré-inoculos (10 mL cada) de coldnias
ampicilina resistentes overnight em Incubadora Shaker (CIENLAB) a 37°C e 250 rpm,
utilizando uma colénia transformante de cada cepa. Destes pré-indculos foram preparados os
indculos (100 mL) que foram incubados a 37°C a 250 rpm até a densidade otica (DO) atingir
0,5 (~ 4 horas). Ao atingir a DO, 20 mL de cada cultura foram separados e aos outros 80 mL de
cada cultura adicionou-se 0,3 mM de IPTG (de acordo com o manual pMAL Protein Fusion &
Purification System - Instruction Manual) para a indugéo da expressdo. A inducéo foi realizada
na temperatura de 37°C e 250 rpm por cerca de 18 h. Todas as culturas foram centrifugadas a

6000 x g durante 20 min e os pellets foram armazenados a - 20°C até 0 momento do uso.

3.13 Extracédo de proteina

Para o rompimento, os pellets foram ressuspendidos em tampé&o PBS. As
células foram sonicadas por meio de 10 ciclos de 15 s sonicando e 10 s em repouso (Ultronique,
Eco-sonics Modelo: DESRUPTOR), depois os extratos foram centrifugados a 6000 x g por 20
min com sobrenadante e pellet armazenados em -20°C. Para a certificacdo da expressao da
proteina Lc24, com cerca de 70 KDa, os lisados foram resolvidos em géis SDS-PAGE (7,5% -
10%).

3.14 Western Blot

Os géis SDS-PAGE que foram usados para fazer a certificacdo da
expressdo da proteina foram armazenados em agua a 4-8°C até o momento de seu uso. A
transferéncia para a membrana de PVDF foi feita utilizando o aparelho Trans-blott® Turbo™
Transfer System (Bio Rad) a 25 A e tensdo crescente até 25V por 7 min. Apos a transferéncia,
a membrana foi bloqueada por 1 h com solugéo 3% BSA em PBS e posteriormente incubada a
temperatura ambiente sob agitagdo com anticorpo anti-6His (Sigma-Aldrich) durante 1 hora.
Posteriormente, ocorreram 3 lavagens com solucdo PBST (1,4M NaCl, 30mM KCI, 100mM
Na:HPO4, 20mM KH2PO4 e 0,05%Tween20), apos as lavagens, as membranas foram incubadas
com o anticorpo de camundongo conjugado com HRP durante mais 1 hora. Apds mais trés
lavagens com a solugdo PBST, foi-se revelado com solucdo 1-Step Ultra TMB-Bloting (Bio
Rad).
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3.15 Predicdo de epitopos

Para prever esses epitopos na proteina Lc24 foram utilizados dois
programas, BepiPred-2.0 (JESPERSEN et al., 2017), contido no servidor IEDB Cells
(http://tools.iedb.org/bcell/, acessado em 15/06/22) e ABCpred (SAHA and RAGHAVA,
2006). O servidor BepiPred-2.0 prevé epitopos de células B a partir de uma sequéncia de
proteina, usando um algoritmo Random Forest treinado em epitopos e aminoécidos ndo
epitopos determinados a partir de estruturas cristalinas (JESPERSEN et al., 2017). Os residuos
com pontuacBes acima do limite 0.5 (limiar de positividade padrdo) sdo previstos como parte

de um epitopo. O servidor ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/, acessado em

15/06/22), utiliza um banco de dados e uma rede neural artificial para predicdo de possiveis
epitopos para células B (Saha and Raghava, 2006). Sequéncias peptidicas sobrepostas pelos

dois métodos usados foram consideradas como potenciais epitopos lineares de células B.

3.15.1 Predicao de epitopos de célula T CD4*

As sequéncias aminoacidicas em formato FASTA dos epitopos de células
B sobrepostos, foram submetidos ao servidor EpiDOCK  (http://www.ddg-

pharmfac.net/epidock/EpiDockPage.html, acessado em 15/06/22) para preveer a presenca de

epitopos de células T CD4*. O EpiDOCK prevé a ligacdo de 23 alelos humanos MHC classe |1
mais frequentes, 12 alelos HLA-DR, 6 HLA-DQ e 5 alelos HLA DP. Adicionalmente usamos
a base de dados IFNepitope (Dhanda et al., 2013) para conferir se os epitopos de células TCD4"
identificadas nas sequéncias sobrepostas, sdo produtores de IFN-y. O servidor de epitopos de
IFN prevé epitopos de IFN-y de proteinas selecionadas de ZIKV usando algoritmos hibridos
SVM juntamente com Motif (DHANDA et al., 2013).

3.15.2 Predicgéo de epitopos de célula T CD8*

Assim como os epitopos de células T CD4", também a resposta imune
envolvendo epitopos de células TCD8" tém contribuido na defesa contra Leishmania spp
(GAUTAM et al., 2022). Deste modo, as sequéncias sobrepostas selecionadas foram analizadas
em relagdo a presenca de epitopos de células T CD8", os quais se ligam a MHC classe |. Para
essa predi¢édo usamos 0 servidor NetMHCpan 4.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1, acessado em 15/06/22). Neste

estudo foi programado para encontrar ligantes dos alelos H2-Db, H2-Dd, H2-Kb, H2-Kd e H2-
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Ld, em um thereshold de 0.5 para strong binder e 2.0 para weak binder, e um filtro de thereshold
por porcentagem de rank de -99. Na anéalise foram usados os alelos H-2Kb, H-2Kd, H-2Db, H-
2Dd e H-2Ld.

3.15.3 Predicgdo de imunogenicidade, toxicidade e alergenicidade

As propriedades imunogénicas de cada sequéncia foram analisadas no
servidor Vaxijen 2.0. A pagina de resultados desse servidor mostra a probabilidade do antigeno
(como uma fragdo de unidade) para cada proteina e uma declaracéo de status do antigeno como
“provavel antigeno” ou “provavel ndo antigeno” baseado em propriedades fisico-quimicas dos
peptideos. Os servidores ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/design.php,
acessado em 20/06/22) eAllerTOP v. 2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/, acessado

em 20/06/22) foram utilizados para anticipar, respectivamente, a toxicidade e efeitos alérgicos

das sequéncias peptidicas selecionadas.

3.15.4 Predicgéo de similaridade com proteoma de cées

A presenca ou auséncia de similaridade das sequéncias peptidicas
selecionadas com o proteoma de cdes foi analisada usando o programa de PIR (Protein

Information Resource) (https://proteininformationresource.org/, acessado em 21/06/22). Esta

estratégia permite excluir as sequéncias peptidicas vacinais que devido a sua homologia com

proteinas do hospedeiro-podem gerar respostas autoimunes.

3.15.5 Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas dos peptideos em estudo

Parametros fisicos-quimicos como ponto isoelétrico (pl), peso molecular
(PM), hidrofobicidade (GRAVY) e o tempo de vida média dos peptideos selecionados foram
preditas usando programa Protparam do servidor Expasy (https://web. expasy.org/protparam,
acessado em 21/06/22) e o Peptide Property Calculator (Innovagen) (https://pepcalc.com/,
acessado em 21/06/22).

3.15.6 Selecdo e desenho do imundgeno peptidico

Apbs analise integrada de todas as propriedades imunologicas e fisico
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quimicas das sequéncias peptidicas selecionadas, a sequéncia HKPGGDAGRRGGAQKT,
nomeada com as duas primeiras letras do nome do autor (GD), ano de inicio da sintese (21) e
numeracdo para diferenciar peptideos sintetizados com o inicio da sigla, portanto GD2102, foi
escolhida para avaliar a sua imunogenicidade em camundongos. O peptideo adjuvante RS09,
com sete residuos (APPHALS) (MOYLE and TOTH, 2013; GUPTA et al., 2020) de
comprimento foi adicionado a sequéncia do peptideo GD2101 na extremidade N-terminal,
juntamente com dois residuos de arginina ( R) como espacadores. Uma Valina (V) também foi
adicionada na extremidade N-terminal. A sequéncia aminoacidica do imundgeno peptidico
desenhado foi denominada GD2202 (Figura 1)

Figura 1. Representacdo esquematica do imundgeno peptidico desenhado. O imundgeno desenhado estd composto
por uma Valina na extremidade N-terminal; o peptideo adjuvante RS09; duas Argininas como espacadores;
peptideo GD2102.

_— ~ ~_~GD2202
(" VAPPHALSRRHKPGGDAGRRGGAQKT \ —

N r ' /
~___RS09 GD2101

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

3.16 Sintese de peptideos

Para o presente estudo dois peptideos foram sintetizados. A sequéncia de
16 residuos de aminoacidos GD2102 (HKPGGDAGRRGGAQKT-NH2) derivado da proteina
Lc24, que foi alvo do estudo de Ferreira (2010) e a sequéncia GD2202 (VAPPHALS
RRHKPGGDAGRRGGAQKT) (Figura 1). Contado com a parceria do laboratério de Sintese
de estudos de Biomoléculas (LASEBIO), para a sintese desse peptideo, cada aminoacido foi
sintetizado em aparelho sintetizador automatico Tribute-UV (Protein Technologies), que utiliza
a metodologia de Merrifield (1963) em 737,0 mg de resina Rink Amide e os Fmoc-aminoacidos
acoplados pela ativagdo dos grupos carboxilas com N,N-Metilformamida como agente
acoplante e HBTU como o agente desacoplante, tudo isso feito com uma escala de 0,5 e excesso
de 5x. Os reagentes citados foram utilizados em duas vezes de excesso em relagéo a quantidade
de grupos reativos na resina inicial. O grupo Fmoc foi retirado pela lavagem em 20% v/v 4-
metilpiperidina/DMF (dimetilformamida).

Para o acoplamento do peptideo adjuvante RS09 e as duas Argininas
como espacadores (RR) e uma Valina, formando entdo o peptideo GD2202 (VAPPHALS

RRHKPGGDAGRRGGAQKT-NH2) utilizou-se a mesma metodologia que o sintetizador
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automaético utiliza mas de maneira manual. Diferentemente do sintetizador automaético, para a
identificacdo de acoplamento e desprotecéo entre os residuos de aminoacidos, e vice-versa, a
resina foi lavada com DMF e foi realizado o teste de ninidrina (KAISER; COLESCOTT;
BOSSINGER; COOK, 1970) para assim entdo poder detectar a presenca de grupos amino
livres, sabendo que em temperaturas elevadas ocorre uma reacao entre a ninidrina e este grupo

amino livre, o que gera uma coloragéo azul, sendo assim mostrando a eficiéncia da sintese.

3.17 Reacdo de clivagem dos peptideos

Para a reacao de clivagem do peptideo da resina posteriormente a sintese,
foi necesséario a adicdo de acido trifluoracético (TFA), 1,2-etanoditiol (EDT), triisopropilsilano
(TIS) e agua ultrapura (TFA 95%, EDT 2,5% e H20 Mili-Q 2,5% v/v); em frasco de cintilagdo
sob agitacdo branda durante 2 h. A precipitacdo do peptideo e da resina foi realizada utilizando
0 éter etilico gelado, e posteriormente a trés ciclos de sonicagao e vortexando durante 30 s cada,
esse procedimento foi repetido trés vezes, e entdo centrifugado por 4 min e entdo o sobrenadante
foi descartado. A separacédo entre o peptideo e resina se deu por solubilizacdo do peptideo em
solugdo de H>O Mili-Q contendo TFA 0,045% v/v acetonitrila contendo TFA 0,036% v/v,
sendo vortexado e sonicado em trés ciclos de 30 s, esse procedimento repetido trés vezes e entéo
centrifugado para separar o peptideo da resina. O sobrenadante resultante contendo o peptideo

foi liofilizado.

3.18 Purificacédo e caracterizacdo dos peptideos

Os produtos obtidos no processo de clivagem foram purificados em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) em modo semi-preparativo, utilizando o
solvente A (H.0, TFA 0,045%) e solvente B (ACN, TFA 0,036%), a um fluxo de 5 mL.min,
comprimento de onda para deteccdo a 220 nm, e uma coluna de C18, 250 mm x 10 mm, =300
A, tamanho da particula de 5 um (Phenomenex). Para a purificacdo do peptideo GD2202 foi
usado um gradiente de X-Y% de solvente B em 90 min; e o peptideo GD2102 foi purificado
em gradiente de 5-20% de solvente B em 90 min.

Apos a purificagdo e liofilizagdo, a analise do grau de pureza de cada
fracéo foi realizada em CLAE em modo analitico acoplado a um espectrémetro Shimadzu, com
coluna Ultraspehere Phenomenex de fase reversa C18 (4,6 mm x 150 mm, 300 A, tamanho da
particula de 5 um) e deteccdo a 220 nm, utilizando método gradiente de 5 a 95% de solvente B
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em 30 min com fluxo de mL.min™,

As andlises de massas moleculares dos peptideos foram realizadas em
espectrometria de massas em espectrometro de massa Bruker injecdo ion trap, modo eletrospray
positivo (M+H)+ na faixa de 200-2000 g.mol™, para confirmar a obtencio do material desejado.
A concentragdo de proteina foi medida usando o ensaio de proteina de &cido bicinconinico
(BCA) (Pierce) utilizando o kit PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) de acordo

com as instrucdes do fabricante.

3.19 Preparacao da formulacao vacinal Gel01/GD2202

Imundgeno: peptideo GD2202 como imundgeno vacinal;

Adjuvantes: Dois tipos de adjuvantes foram utilizados: o adjuvante
Montanide™ Gel 01 (SEPPIC, Franca), e um lipossoma de composi¢ao anidnica (Descrigio no
item 3.21). O Gel01 estd composto por uma dispersdo de particulas micro-esféricas altamente

estaveis de poliacrilato de sddio em agua.

3.20 Formulagdes vacinais

O peptideo GD2202 (1 mg) foi formulado com Gel01 (10%) em PBS. A

mistura foi deixada em agitacdo durante 40 min, 5 x g a temperatura ambiente.

3.21 Desenvolvimento dos lipossomas

Com a colaboragdo da Dr* Marcela Tavares, do Laboratério de
Farmacotécnica o preparo dos lipossomas compostos por dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
colesterol, e (DSPE-PEGy7s0) (7:2:0,5, %mol) e peptideo foi realizado utilizando o método de
hidratagdo do filme lipidico descrito por Bangham et al. De acordo com esse método, os lipideos
foram solubilizados em 5 mL de cloroformio e submetidos a rotaevaporagéo por 30 min a 150
rpm e 50°C para que ocorresse a formacdo de uma fina pelicula. Em seguida, o filme lipidico
foi hidratado durante 30 min a 250 rpm com solugdo contendo peptideo a 0,5 mg/mL (tampéo
fosfato, pH 7,4). Lipossomas brancos, sem a adicdo do peptideo, foram produzidos como
controle. As formulagdes foram submetidas a oito ciclos de extrusdo em membranas de 200 e
100 nm (Avanti®).

3.22 Ensaio de viabilidade celular in vitro
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A avaliacéo da citotoxicidade celular das formulacGes contendo apenas o
peptideo GD2202, lipossomas contendo o peptideo GD2202 e a formulacdo do peptideo
GD2102 + adjuvante Montanide™ Gel01 foi realizada em linhagem de fibroblasto murino
(L929) utilizando o marcador de viabilidade celular resazurina. As células foram cultivadas em
meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich Co, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich Co, USA) e 1% de solucéo de
antibiotico (10.000 Ul de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina) (Sigma-Aldrich Co, USA).
Ap06s 80% de confluéncia, as celulas foram removidas dos frascos de cultivo utilizando tripsina
(0,05%, v/v). Neste procedimento, 1 x 104 células foram semeadas em placas de 96 pogos e
incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera com 5% de CO». Apds adesdo das células, o meio de
cultivo foi substituido por 200 pL de meio de cultivo incompleto (DMEM sem adi¢édo de soro
fetal bovino) contendo as amostras diluidas nas proporc¢des de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160.
Pocos contendo células ndo tratadas e tratadas com DMSO (30% m/v) foram utilizados como
controles negativos e positivo, respectivamente. Apds 24 h de tratamento, os pocos foram
lavados com tampao fosfato salino (PBS 1X), em seguida, foi adicionado 100 puL de meio de
cultura contendo resazurina (0,015 mg/mL). As placas foram incubadas novamente a 37°C e
5% de CO- por 3 h. Apds esse periodo, a leitura da viabilidade celular foi determinada em leitor
de placas Biotek (modelo Synergy) utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 570 nm

e emissdo de 600 nm.

3.23 Ensaio de imunizacgao

Para a determinacdo da resposta humoral, em camundongos Swiss, com
quatro grupos contendo cinco animais cada um foram submetidos & imunizacdo por via
subcutanea. Os grupos foram divididos da seguinte maneira; o primeiro grupo (G1), que foi 0
grupo controle, recebeu PBS (100 uL); o segundo grupo (G2) recebeu apenas uma solugédo do
peptideo GD2202 com PBS (100 pg/mL); o terceiro grupo (G3) recebeu uma solucdo de
peptideo (100 pg) + adjuvante Montanide™ Gel 01 (10% da solugdo) + PBS; o quarto grupo
(G4) recebeu a formulagdo do peptideo encapsulado em lipossomas (foi utilizado 1 mg de
peptideo GD2202 para a formulacao de encapsulamento).

A imunizacdo foi feita em um esquema de duas doses (volume total =
100 pL), sendo a primeira dose administrada no dia zero e a segunda no dia 14. Sete dias ap0s

a ultima imunizacéo, os animais foram eutanasiados.
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3.24  Obtencdo do soro de camundongos

Apds a eutanasia a sangria de cada camundongo se deu por puncdo
cardiaca com seringas e agulhas estéreis/descartaveis. O sangue foi acondicionado em
microtubo estéril de 1,5 mL, mantido a TA para que a coagula¢do acontecesse e em seguida
incubados em estufa a 37°C por 20 min. O coagulo foi separado e o restante centrifugado a
1500 x g por 10 min, entdo, os soros foram colhidos e transferidos para novos microtubos
estéreis e armazenados a -20°C até 0 momento do uso para a quantificacao de anticorpos 1gG e
subclasses.

3.25 Resposta Humoral

Placas de 96 pogos Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas com os
peptideos (GD2102 e GD2202) a concentragdo de 10 pg/mL* em tampao carbonato (0,1 mol.L
1 pH 9,5) por 16 h a 4°C. A seguir, lavada trés vezes com solucio PBST (0,2% de Tween® 20),
bloqueada com solucdo PBST 3% m/v BSA sob agitacdo (20 rpm) durante uma hora a TA. Os
anticorpos primarios obtidos dos camundongos imunizados foram diluidos em solugdo PBST
1,5% m/v BSA na razdo de 1:100 e incubados por 2 h em estufa a 37°C. As placas entdo foram
novamente lavadas com PBST trés vezes para proceder a incubacgdo dos anticorpo secundario
anti-mouse 1gG produzidos em cabra, conjugado com Peroxidase (Sigma) por uma hora em
estufa a 37°C e, em seguida, revelado com solugédo reagente A e B (BD OptEIATM) na
proporcédo de 1:1 por 30 min na auséncia de luz, a reacdo foi parada utilizando H.SO4 e seguido
de leitura da absorbancia a 450 nm em leitor de microplacas multimodal de absorbancia
Infinite® M200 PRO (Tecan).

3.25 Andlise estatistica

Para realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad
Prism 8. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada e a prova de Tukey para comparar as
diferengas estatisticas entre os diferentes grupos experimentais. Foram considerados

significativos os valores com p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao da proteina Lc24 para estudos de imunogenicidade

Estudada anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, a proteina
recombinante Lc24 truncada (624 pb) mostrou um grande potencial antigénico. Isabel (2010),
embora tenha obtido resultados promissores em ensaios de immunobloting, a proteina
recombinante expressa no vetor pET-42a apresentou baixa solubilidade. Portanto, outras vias
para expressao da proteina Lc24 mais soluvel utilizando outros vetores foi investigado nesta

etapa do trabalho para posterior anélise do potencial antigénico/imunogénico da proteina.

4.2 Clonagem do gene Lc24 de L. infantum em vetor pMAL_p5X

Nesta etapa do trabalho para que houvesse a clonagem da ORF Lc24, o
DNA gendmico (gDNA) de L. infantum foi extraido e quantificado. Analisando a integridade
da amostra em gel de agarose (Figura 2), foi possivel perceber que o processo de extracdo
ocorreu com sucesso e, de acordo com a quantidade de amostra colocada dentro do poco, foi
obtido uma quantidade relevante de gDNA. Esse material foi posteriormente guardado em local

adequado até que fosse preciso usa-lo.

Figura 2. DNA gendmico obtido de L. infantum. Eletroforese de gel de agarose (1%) para avaliar a qualidade
do gDNA obtido utilizando-se o Kit PureLink™. Mpb. Marcador de pares de bases 1kb Plus Ladder (Invitrogen).
1. DNA genbmico de L. infantum (10 pL).

Mpb 1

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022).
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4.3 Amplificacdo da sequéncia codificadora de Lc24

A clonagem da sequéncia nucleotidica de Lc24 foi planejada pautando-
se em apenas dois sitios de restricdo: Ncol na regido upstream do gene, e ECOR V na regido
downstream do gene. Desta forma, os primers P.FwLc24 _645pb e P.RvLc24_645pb foram
desenhados (Quadro 3) para amplificacdo do fragmento de 624pb a partir do DNA gendmico
de L. infantum (Figura 3), posteriormente ligados ao vetor pMAL-p5x linearizado com as

mesmas enzimas de restricao.

Figura 3. Amplificacdo da ORF Lc24. Eletroforese do produto de amplificacdo da ORF Lc24 (624 pb) em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio com os primers P.FwLc24 645pb e P.RvLc24 645ph, tendo como
molde 0 gDNA de L. infantum. Mpb (marcador de pares de base 1 kb Plus Ladder (Invitrogen) e 1, 2, 3 e 4, produto
de amplificacdo de quatro reacGes independentes.

Mpb 1 2 3 4

Kpb

1k
0.7k

Fonte: Elaborado pelo Autor (2022).

4.4 Ligacéo do inserto Lc24 no vetor de expressdo pMAL_p5X

Visando a expressdo da proteina Lc24 com melhor solubilidade em E.
coli, utilizou-se o vetor pMAL_p5X (Figura 4). Este vetor foi escolhido porque expressa a
proteina ligante de maltose (MBP) que, quando fusionada a proteina de interesse, pode
aumentar a solubilidade de diferentes proteinas e expressas em diferentes linhagens de E. coli,
ajudando sua purificagdo. Desta forma, optou-se em fusionar MBP na regido N-terminal da
Lc24 e avaliar sua expressdo em E. coli. O conjunto de MBP e uma cauda de histidina (His-
tag) ajuda no melhoramento dessa purificagdo. His-tag € uma sequéncia que ndo causa mudanca
de carga elétrica da proteina associada, ndo interfere na migracdo nem no dobramento correto
da proteina, sendo assim, sua funcéo bioldgica nao é alterada apos a purificacdo (CARSON et
al., 2007).
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Figura 4. pMAL-p5X_Lc24-645pb contendo sitios de restricdo Ncol, Pstl e ECORV.

pMAL-p5X_LC24-645pb =

L
L
rt
L}

5433 bp

Fonte: Benchling (2022).

O plasmideo também foi digerido com as enzimas EcCoRV e Ncol, assim
como o produto da amplificacdo, seguido de ligacédo e transformagéo de E. coli.

Colénias ampicilina resistentes foram selecionadas para avaliacdo do
DNA plasmidial (pDNA) apds digestdo com a enzima Pstl para confirmacédo do clone, gerando
dois fragmentos de 6 Kpb e 0,5 Kpb correspondentes ao plasmideo e inserto, respectivamente
(Figura 5).
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose para avaliagcdo do plasmideo recombinante pMAL_p5X_Lc24-
645pb via kit Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep Kit (Cellco Biotecnologia®). Mpb. Marcador de peso molecular 1kb
Plus Ladder (Invitrogen). 1 e 2. Digestdo do pDNA de dois clones bacterianos ampicilina-resistentes com a enzima
Pstl (New England).

0.5k

Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).

Ap0s esta etapa, foi realizado sequenciamento para confirmacgéo da fase
aberta de leitura do fragmento Lc24. A figura 6 mostra o alinhamento entre as sequéncias obtida
e Lc24. Apesar da boa qualidade obtida no alinhamento das sequéncias, a regido downstream,
onde esta localizado o sitio de restricdo da enzima Ncol, ndo foi efetuada, caso comum em
sequéncias longas, o que acaba ndo deixando nenhuma divida sobre a relacdo de similaridade
sobre a fase aberta de leitura. Importante ressaltar, também, que quando os desenhos dos
primers utilizados foram feitos, a sua estrutura conformacional a partir dos primeiros
nucleotideos codificadores da proteina Lc24 resultam em primers com uma estrutura em
formato de grampo, sendo assim, impossibilitando o procedimento de PCR. Portanto, foram
adicionados mais 24 pb a ORF codificadora da Lc24.

39



Figura 6. Alinhamento de sequéncias do pDNA, feito em equipamento ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer,

apo6s a clonagem do gene Lc24 de L. infantum. O

pDNA foi extraido e submetido a PCR com primers

P.Fw_pMAL-Thrombin-Lc06 e P.Rv_pMAL-Lc06 e o Kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied

Biosystems). Neste alinhamento, estdo destacadas as reg

ifes: A. Regido upstream do gene, destaque para o sitio

de restricdo EcoRV. B. Destaque para a regido onde se localiza o sitio de restri¢do para Pstl.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2022).

CTIGCE

FTCTCTACGCTGOGOGAGEOGACTGGOGCCGCCGCCATCGGOCAGAGCRATCAGT

TGCGECCGACGETGTCATGEGATTTGT GTAGCARGFACGRAGRCCGCCACCETGCTGICE
(RN N R N NN R R AR AR AR

TGCGGCCGACEETGTCATGEGATTTGTGTAGCARGGACGRAGARCCGOCACCET GCTGCCE

CGACGAGTGACGGCCCTGGECTGCTGCGCTGGTTTGCAGGETCICCTCCCGTCGLGCCEE
PEERTEEEEE e et e e e b e e e e e e e e e e e e e et

CEACGAGTGACGGLCCTGEECTGCTGOGCTGETITIGLAGGETCTCCTCCOGTOGCGCCGE

Apds o alinhamento das sequéncias nucleotidicas, foi analisada também a

fase aberta de leitura e seu resultado comparado com os dados ja obtidos por Isabel (2010). A

figura 7 mostra, em detalhes, a fase aberta de leitura utilizada para codificar a proteina Lc24 e

entdo ser comparada com o alinhamento feito.

Figura 7. Fase aberta de leitura das bases nucleotidicas que codificam a proteina Lc24. Nucleotideos
adicionados. Sequéncia contendo 24 pb adicionais provenientes da proteina de resisténcia a multiplas drogas da
qual a ORF Lc24 foi encontrada como um fragmento com boa atividade antigénica. Lc24. fase aberta de leitura
encontrada anterlormente por Isabel (2010) que codlflca a proteina Lc24.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2021).
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4.5 Inducéo da expressao da proteina Lc24 em E. coli.

Para a expressao do plasmideo pMAL-p5X_LC24-645pb, as linhagens
de E. coli Rosetta e BL21 Codon Plus foram transformadas. Para isso, apds confirmacdo do
sequenciamento, o clone 1 obtido foi selecionado para que o processo de indugdo da proteina
fosse feito. O resultado da inducdo por IPTG, de 18 h, pode ser avaliado na Figuras 8.a referente
ainducdo em linhagem de E. coli Rosetta e 8.b referente a inducéo em linhagem de BL21 Codon

Plus por eletroforese em gel SDS-PAGE.

Figura 8 - Analise da inducéo da expressdo de Lc24 (70kDa ) em duas diferentes linhagens de E. coli.
Eletroforese em gel SDS-PAGE apo6s extracdo das proteinas induzidas em Rosetta (A) e Codon plus (B) a 37°C
por 18 h. Em (A): 1. Padrdo de peso molecular BlueEye Prestained Protein Marker (10-245 kDa); 2. fracdo
insolGvel induzida; 3. Fragdo solivel ndo induzida; 4. Fragdo soltvel induzida; 5. Fracdo insolvel induzida; 6.
Fracdo soltvel ndo induzida; 7. Fracéo sollvel induzida. Em (B): 1. Padrdo BlueEye Prestained Protein Marker
(10-245 kDa); 2. Fragdo insoluvel induzida; 3. Fragdo soltvel ndo induzida; 4. Fracdo soltvel induzida; 5. Fracdo
insoldvel induzida; 6. Fracdo soltvel ndo induzida; 7. Fracdo soltvel induzida.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2022).

Pode-se observar que ndo ha bandas indicativas da proteina truncada
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esperada MBP::Lc24, de massa igual a 70 kDa, ap6s inducdo com IPTG na regido entre 63 e
75 kDa indicada pelo padrdo de peso molecular. De acordo com o manual pMAL Protein Fusion
& Purification System, € possivel que a expressdo neste vetor tenha sido baixa ja que esta ocorre
preferencialmente no periplasma, o que pode corresponder a 1-20% das proteinas totais
expressas, 0 que pode estar comprometendo a visualizagdo da banda de interesse no gel SDS-
PAGE. Para a confirmacgéo desta ndo expressdo, foram feitos experimentos de Western Blot
mas devido a complicacfes em relacdo aos reagentes, onde nem a molécula usada como
controle positivo, a CPB que é uma protease homologa a catepsina B e € uma enzima que séo
predominantemente expressar por formas amastigotas de Leishmania (OLIVEIRA, 2010),
conseguiu ser revelada ap6s a adicao da solucéo de revelagdo 1-Step Ultra TMB-Bloting (Bio
Rad), como também a falta dessa solucao de revelacdo ja que o que foi utilizado era cedido
gentilmente pelo laboratorio de Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia (DBB) da
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”, e levando em consideracdo o tempo
em que esse trabalho deveria ser entregue, o experimento ndo pdde ser concretizado com éxito.

Foi levado em consideracdo, apés o estudo feito, a possibilidade de talvez
a visualizacdo da possivel proteina expressada, através da inducdo, em gel SDS-PAGE ter sido
prejudicada levando em consideracdo a porcentagem do gel (10%), deixando entdo
supostamente a proteina em uma regido superior do gel, onde a corrida come¢a, em um
aglomerado de bandas. De acordo com o manual “A técnica de eletroforese: importancia e
aplicagdes em analises genéticas” (EMBRAPA, 2001), a variacdo da porcentagem de
poliacrilamida acaba permitindo a alteracdo do tamanho dos poros do gel, portanto, um gel feito
com uma porcentagem menor resultaria em poros ligeiramente maiores onde a proteina em
estudo teria mais facilidade em passar e entdo ficando mais visivel. O gel feito anteriormente
tinha uma porcentagem de 10%, os reagentes utilizados para a confeccao deste gel foram todos
previamente calculados em servidor Chang Bioscience — Trys-glycine SDS-Polyacrylamide Gel
(SDS-PAGE Calculator). Esses geis tém valores de porcentagens tabeladas, e um valor menor
que o utilizado previamente é de 7,5%, que nos proporciona a separacdo de proteinas de
tamanhos que variam entre 20-120 kDa. Esse gel foi produzido e o produto da indugéo da
expressao da proteina Lc24 foi novamente avaliada como mostram as figuras 9.a e 9.b, e visto

que, novamente, ndo foi possivel visualizar bandas na regido de 70 kDa referente a proteina.
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Figura 9 — Andlise da indugdo da expressao de Lc24 (70kDa ) em duas diferentes linhagens de E. Coli em gel
SDS-PAGE (7,5%). Eletroforese em gel SDS-PAGE ap0s extragao das proteinas induzidas em Rosetta (A) e Codon
plus (B) a 37°C por 18 h. Em (A): 1. Padrdo de peso molecular BlueEye Prestained Protein Marker (10-245 kDa);
2. fracdo insolUvel induzida; 3. Fragdo solGvel ndo induzida; 4. Fragdo soltvel induzida; 5. Fracdo insollvel
induzida; 6. Fracdo soltvel ndo induzida; 7. Fragdo soltvel induzida. Em (B): 1. Padrédo BlueEye Prestained Protein
Marker (10-245 kDa); 2. Fragdo insolGvel induzida; 3. Fragdo solGvel ndo induzida; 4. Fracéo soldvel induzida; 5.
Fracdo insollvel induzida; 6. Fracdo soltvel ndo induzida; 7. Fragdo soluvel induzida.
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2022).

4.6 Predicdo de epitopos

Devido as dificuldades experimentais durante o processo de expressdo da
proteina Lc24, optou-se por utilizar a sintese quimica de peptideos como uma estratégia
alternativa. Este processo, embora apresente limitagdo quanto ao tamanho dos peptideos que
podem ser produzidos, possibilita a ndo dependéncia microbiana para expressao protéica,
possibilitando, inclusive, a remocdo de possiveis contaminagdes bioldgicas presentes na
formulacdo vacinal (SKWARCZYNSKI; TOTH, 2016). O uso de epitopos antigénicos

minimos que podem desencadear as respostas imunes desejadas vem sendo explorada no
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desenvolvimento de vacinas seguras e a base de peptideos sintéticos (Skwarczynski and Toth,
2016,). Para identificacdo das sequéncias minimas para sintese, a estratégia de predicdo de
epitopos com capacidade antigénica vem sendo utilizada em varios estudos de desenvolvimento
de vacinas para diferentes tipos de doencas (OLIVA et al., 2014; BORJA-CABRERA et al.,
2002; LAURINDO, 2021; MARTINS et al 2015; DAKAPPAGARI et al., 2003;
HAJIGHAHRAMANI et al., 2017; NYARI et al., 2018). Além de leishmanioses, esta estratégia
vem sendo aplicada em desenvolvimento de vacinas contra tumores (DAKAPPAGARI et al.,
2003; HAJIGHAHRAMANI et al., 2017) e também no controle da clamidiose (NYARI et al.,
2018).

Importante ter o conhecimento de que Leishmania s&o parasitas
intracelulares obrigatdrios, infectando células do sistema fagocitico mononuclear, tendo os
macrofagos como seu principal alvo. Quando fagocitados, esse parasita consegue modificar a
resposta da célula, mudando assim, também, a sua resposta imunoldgica de Thl para Th2, o
que acaba favorecendo o estabelecimento da infecgdo e a progressao da doenca (GREGORY;
OLIVIER, 2005; ROSSI; FASEL, 2018). Desta forma, em uma tentativa de reverter a infecgéo
€ necessario que ocorra a ativacdo do macrofago e uma polarizacédo da resposta do tipo Thl, o
que é possivel com a producéo de IFN-y (MANTOVANTI; SICA; SOZZANI; ALLAVENA et
al., 2004). As células B tem uma capacidade interessante de conseguir atuar tanto como uma
célula apresentadora de antigeno como também ser capaz de polarizar uma resposta Th1l, sendo
assim, as células B tornam-se alvos interessantes para a producdo de uma vacina para o controle
das leishmanioses.

Varios estudos realizados em modelos murinos, como as linhagens
BALB/c e Swiss, infectados por Leishmania, tém demonstrado o importante papel da resposta
imune humoral e celular na defesa contra Leishmania (REIS et al., 2006; CORREA, 2011;
NATALE et al., 2016). Assim, a seleccdo de sequéncias peptidicas imunogénicas na proteina
Lc24, baseou-se na presenca de epitopos de células B, epitopos de células TCD8" e células T
CD4", esta Ultima, produtoras de IFN-y. Adicionalmente essas sequéncias deveriam ser ndo
toxicas, ndo alergénicas e sem similaridades com proteinas de cdes. Para alcancar esses
objetivos, foram utilizados varios algoritmos in silico de livre acesso e usados comumente no
desenho de vacinas peptidicas (AGALLOU et al., 2014; AGALLOU et al., 2011; COSTA et
al., 2014; MARTINS et al., 2015). O nosso primeiro passo foi identificar epitopos de células
B na sequéncia Lc24, pois como dito anteriormente, as células B fazem reconhecimento de
antigenos, levando a producao de células de memaria antigeno-especifico e diferenciacdo em
plasmdcitos que sdo células responsaveis pela producéo e secrecdo de anticorpos (MINGES-
WOLS, 2005; FONTES, 2019).
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Neste trabalho, utilizou-se dois algoritmos de predicdo de epitopos
lineares de células B: o BepiPred 2.0 e 0 ABCpred, onde foram identificados seis epitopos para
células B (Quadro 4) e 18 epitopos para células B, respectivamente(Quadro 5), classificados em
ordem decrescente quanto a probabilidade de serem verdadeiramente epitopos lineares de

células B.

Quadro 4. Epitopos lineares de células B da proteina Lc24 de L. infantum predito por BepiPred 2.0.

Bepipred 2.0
Numero Peptideo Comprimento | Inicio | Fim
1 STSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPH 37 5 41
2 HKPGGDAGRRGGAQKT 16 46 62
3 EATGAAAIGQSNQLRPTVﬁ\éVLDLCSKDEDRHRAAATSDG a1 74 114
4 WFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSH 22 117 138
5 AASPLY 6 151 156
6 MLTG 4 184 187

Fonte: Elaborato pelo autor (2022)

Quadro 5. Epitopos lineares de células B da proteina Lc24 de L. infantum predito por ABCpred.

ABCPred

Rank Peptideo Pontuac&o Inicio
1 KPGGDAGRRGGAQKTV 0,92 48
1 HSTGNAIDSMSQGKP 0,92 21
2 DSMSQGKPRGSPHTCI 0.9 29
3 DLCSKDEDRHRAATS 0,89 94
4 GQSNQLRPTVSWDLCS 0.86 82
4 RSTSYAGRDVRDSDDA 0.86 4
5 HRAAATSDGPGLLRWF 0,84 103
6 GRDVRDSDDADHSTGN 0,83 10
7 TCILSHKPGGDAGRRG 0,82 42
8 IDAWASPLYSSPLAL 0,81 147
9 PVAPEHTLSQRKNLSH 0,8 123
10 VTDGMLTGHFSALRLC 0,77 180
11 LLRWFAGSPPVAPEHT 0,76 114
12 STREATGAAIGQSN 0,75 70
13 HGLVALSQIIDAWAAS 0,74 138
14 TLSQRKNLSHGLVALS 0,68 129
15 GGAQKTVVSATAVSTL 0,66 57
16 SPLALLYHLYGVAC 0,58 158
17 TGHFSALRLCIALAEL 0,54 186
18 ACVILLLTVTDGMTG 0,53 172

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Adotou-se o critério de selecdo de sequéncias sobrepostas ou compartilhadas entre os
servidores Bepipred e ABCpred, ou seja, priorizou-se aquelas sequéncias que aparecem nos dois
servidores simultaneamente e que estariam compartilhando uma parte ou toda a sequéncia de
residuos de amino&cidos, como potenciais epitopos lineares de células B (Quadro 6). Este estilo
de filtragem de epitopos de células B ja rendeu resultados satisfatorios em estudos de
imunogenicidade de candidatos vacinais peptidicos, como aquele descrito por Vahedi et al.

(2022), que utilizou os servidores ABCpred e BepiPred 2.0 como filtros iniciais.
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Quadro 6. Epitopos lineares de células B preditos pelos programas BepiPred 2.0 e ABCpred com destaque
para as regides sobrepostas. Apenas 0s epitopos que apresentam sobreposicdo maior ou igual a 50% contendo de

10-20 residuos de aminoacidos foram selecionados e identificados em negrito.

Servidor Epitopo

BepiPred-2.0 GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS

GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS
GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS

ABCPred
GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS
GTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILS
BepiPred-2.0 TCILSHKPGGDAGRRGGAQKT VVVSATAVSTLR
TCILSHKPGEDAGRRGEAQKTVVSATAVSTLR
=ABCPred TCIESHKPEGEDAGRREGGAQKTVVSATAVSTLR
TCILSHKPGGDAGRREGAOK T VVSATAVSTER

BepiPred-2.0 STLREATCAARIGOSNORRPTIVSWICSKDEDRHRAAATSOGRGHE R\/FAGSPPVAPEHT

STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWHINCSKBEBREARAAATISDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT
STLREATGAAA ICOSNGERETSWBEES K DEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT
ABCPred STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDL CSKDEDRHRAAATSDEPEEERWIEA GSPPVAPEHT
| ETEREATCAARIEESNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFAGSPPVAPEHT
STLREATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGEERWEAGSPPVAPERE |

BepiPred-2.0 LLRINEACSP R APERISORRNESHGL VALSQIIDAWAASPLYSSPLAL

DERWEACSPRVAPER SQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLAL
LLRWFAGSFEVAPERMESORRNESEGL \VALSQIIDAWAASPLYSSPLAL

ABCPred
LLRWFAGSPPVAPEHTLSQRKNLSHEINVAISONDAWAARSP L Y SSPLAL
LLRWFAGSPPVAPEH TISORKNESHEIVARS ! DAWAASPLYSSPLAL
BepiPred-2.0 TLSQRKNLSHGLVALSQIDAWEASPENISSPLALALLYHLYGVAC
TLSQRKNLSHGLVALSQ! IDAWAASPINSSPIAEAL L YHLYGVAC
ABCPred
TLSQRKNLSHEIVARSGNBAWAASPL Y SSPLALALLYHLYGVAC
BepiPred-2.0 SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL
SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL
ABCPred SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL

SPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAEL

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Das 20 sequéncias obtidas pelo servidor ABCpred (Quadro 5), 17 foram
priorizadas de acordo com as sobreposi¢des, tendo como corte 0 numero minimo de oito
residuos (Quadro 6). Quatro das sequéncias identificadas pelo servidor BepiPred, de 37
(STSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPH), 41 aminoécidos

(EATGAAAIGQSNQLRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPG), cinco (AASPLY) e de
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quatro aminoacidos (MLTG) ndo foram consideradas para sintese, devido ao tamanho. Apenas
17 sequéncias sobrepostas entre os servidores ABCpred e Bepipred (Quadro 6) foram
escolhidas, ja que do ponto de vista imunolégico, considerando que os peptideos precisam ter
um tamanho apropriado entre oito e 30 aminoacidos para se ajustarem a fenda de
reconhecimento de células T (MHC-I reconhece epitopos com tamanho entre oito a 11
aminoacidos e MHC-11 , epitopos com tamanho entre 11 a 30 de aminoacidos) (SILVA, 2011;
SILVA, 2021), as sequéncias supracitadas ndo foram consideradas para sintese.

Resumidamente, temos que o0 sistema imunoldgico combate os agentes
infecciosos através de fatores sollveis, como por exemplo os anticorpos produzidos pelos
linfocitos B; no entanto, é muito importante, também, considerar nesta abordagem de imuno
informética para o desenvolvimento de uma vacina, a propriedade de que os peptideos
selecionados induzam outros mecanismos imunoldgicos como resposta imune expressa pelos
linfocitos T (CD8") e T auxiliadores (CD4"), ativados por moléculas apresentadoras de
antigenos MHC-I e MHC-II. Os linfocitos T CD8", referentes a moléculas de MHC I, ligam-se
a peptideos de proteinas intracelulares apds degradacdo pelo proteassoma e serve como
mecanismo de controle para varia¢fes antigénicas, podendo contribuir para a inducdo da lise
de células infectadas, com a producédo de células natural killer (NK), facilitando a eliminacéo
do agente invasor. Ja as células T CD4", referentes a moléculas de MHC de classe 11, ligam-se
a peptideos gerados pela digestdo de proteinas extracelulares e, também, ajudam outras células
envolvidas na resposta imunitaria, fagocitose, citotoxicidade e producdo de anticorpos, como
as de linfécitos B, contribuindo entdo para a estimulacdo e especializacdo funcional dessas
celulas. Com isso, ambos os sistemas MHC podem exercer controle sobre organismos estranhos
por meio da apresentacdo de proteinas ndo préprias as células T (Dieffenbach and Fauci, 2020;
REYNISSON; ALVAREZ; PAULO; PETERS; NIELSEN, 2020). Portanto, é de suma
importancia que o epitopo escolhido tenha, como uma forma de melhoramento na
potencializacdo dessa resposta imune, um reconhecimento por células do tipo MHC de classe |
e Il para que entdo sejam apresentadas para os linfécitos T.

Para que fosse estudado, entdo, se os epitopos escolhidos possuiam
capacidade de serem reconhecidos pelas células MHC-1 e MHC-I1, as sequéncias de residuos
de aminoacidos foram submetidas ao servidor de reconhecimento de células T, o EpiDOCK
Server. Esse servidor prevé a ligacao de 23 alelos humanos MHC classe 1l mais frequentes, 12
alelos HLA DR, seis de HLA-DQ e cinco alelos HLA DP. O MHC classe Il apresenta os
peptideos derivados de proteinas extracelulares endocitadas e é codificado por trés loci, HLA
DR, HLA DQ e HLA DP. A fenda de ligacdo das proteinas do MHC Classe Il sdo abertas e

permitem a ligacdo de peptideos mais longos (UNNI et al., 2019). Esses alelos cobrem mais de
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95% da populacdo humana (ATANASOVA et al., 2013). O EpiDOCK converte a sequéncia de
entrada em uma colecdo de sequéncias em tandem e sobrepostas (nonamer), a partir de um
nucleo peptidico de nove residuos contiguos. Cada nonamer é avaliado por uma matriz
quantitativa baseada em pontuacdo de encaixe (DS-QM) derivada para a proteina HLA classe
1 selecionada e atribuida uma pontuagio. E dado um limiar para a ligagio a cada proteina HLA.
Peptideos com pontuagGes maiores ou iguais ao limite dado s&o previstos como ligantes, caso
contrario, ndao sdo ligantes (ATANASOVA, 2013). Os resultados obtidos pelo servidor
EpiDOCK, aqui apresentados em Anexo nos Quadros 12-28, mostraram que 0s peptideos
escolhidos obtiveram resultados positivos em alelos de HLA deixando claro que estes peptideos
em estudo tém caracteristicas de ser ligante de células B e T, j& que a suas pontuacdes foram
maiores ou iguais que as especificadas pelo préoprio servidor referente a cada alelo de HLA
analisada.

Para a verificacdo de reconhecimento de moléculas de MHC de classe I,
o servidor NetMHCpan 4.1 foi utilizado (Quadro 7). Este servidor classifica os ligantes dessas
moléculas como ligantes fortes (SB — Strong Binder) e ligantes fracos (WB- Weak Binder). O
NetMHCpan 4.0 é um método que explora estratégias personalizadas de aprendizado de
maquina para integrar diferentes tipos de dados de treinamento, resultando em desempenho de
ultima geracao e superando seus concorrentes. O conjunto de dados combinados usado para
treinamento de NetMHCpan 4.1 consiste em 13.245.212 de peptideos cobrindo 250 moléculas
MHC classe | distintas, e o conjunto de dados combinado usado para treinamento de
NetMHClIpan 4.0 (REYNISSON; ALVAREZ; PAULO; PETERS; NIELSEN, 2020).
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Quadro 7. Analise de epitopos sobrepostos selecionados anteriormente em relagdo ao reconhecimento de
moléculas MHC 1 utilizando o servidor NetMHCpan 4.1. Peptideos. Peptideos sobrepostos. Reconhecimento.
Epitopos selecionados como positivos (+) caso tenham algum reconhecimento da moléculas de MHC | ou negativos
(-) caso ndo tenham reconhecimento. Classificagéo. concedida como WB (ligante fraco) e SB (ligante forte).

Alelo(s). Alelos reconhecidos pelos peptideos caso o reconhecimento seja positivo.

Peptideos NetMHCpan | Classificagao | Alelo (s)
HSTGNDAIDSMSQGKP + WB H2-Db
DSMSQGKPRGSPHTCI - - -
RSTSYAGRDVRDSDDA - - -
GRDVRDSDDADHSTGN - - -

HKPGGDAGRRGGAQKT - - -
KPGGDAGRRGGAQKTV - - -
TCILSHKPGGDAGRRG - - -
WB H1-Kb
WB H2-Kd
GGAQKTVVSATAVSTL + WB H2-Db
SB H2-Dd
WB H2-Ld
DLCSKDEDRHRAAATS - - -
WB H2-Dd
GQSNQLRPTVSWDLCS + WB H2-Ld
HRAAATSDGPGLLRWF + SB H2-Dd
STLREATGAAAIGQSN + SB H2-Dd
LLRWFAGSPPVAPEHT + SB H1-Kd
PVAPEHTLSQRKNLSH - - -
SB H2-Kb
IDAWAASPLYSSPLAL + SB H2-Db
SB H2-Dd
WB H2-Kb
VTDGMLTGHFSALRLC + WB H2-Dd
CVILLLTVTDGMLTG - - -

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Além da selecdo de peptideos nos servidores especializados supracitados,
é de suma importancia em um estudo de predicdo, considerar outras caracteristicas, como
descrito a seguir. Para que ocorra eficiente conectividade entre os diferentes tipos celulares que
compdem o sistema imunoldgico, sdo produzidas citocinas que modulam a resposta imune pela
estimulagdo de receptores presentes na superficie das células, como a indugdo de produgéo de
moléculas como IFNy e de citocinas como IL-4 e IL-10. As citocinas podem ser produzidas por
células T CD4" e, de acordo com o padrao de citocinas secretadas, estas células T CD4" podem
ser classificadas em duas sub-populagdes denominadas Thl e Th2. A primeira sub-populacéo

produz IL-2 e IFN-y, responsaveis pelo direcionamento da resposta imunoldgica mediada por
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células. Ja a subpopulacdo Th2 produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que ativam a resposta imune
humoral, de tal maneira que a sintese defeituosa de citocinas pode contribuir para o surgimento
e manutencdo da hipogamaglobulinemia (ERRANTE e CONDINO-NETO, 2008). Portanto,
procurando uma inducédo da producédo de IFN-y referente a resposta Th1l o servidor IFNEpitope
foi utilizado. A citocina IFN-y potencializa a atividade dos macréfagos, produzindo mais
espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e outras moléculas que contribuem com a morte do
patogeno fagocitados pelos macréfagos (CONCEICAO-SILVA e ALVES, 2014). Levando em
consideracdo o que foi dito anteriormente, € possivel que as sequéncias sobrepostas preditas
(Quadro 6) contenham motivos de IFN-y, o que podem ativar linfécitos T CD4" que sdo
indutoras dessa citocina e consequentemente acaba contribuindo na defesa imune contra a

Leishmania. Os resultados obtidos no IFNEpitope estdo demonstrados no Quadro 8.

Quadro 8. Andlise de inducéo na producéo da citocina IFN-y. Classificados como positivos (+) os peptideos que

induzem as moléculas, e classificados como negativos (-) 0s que ndo induzem.

Peptideo IFN-y
HSTGNDAIDSMSQGKP -
DSMSQGKPRGSPHTCI -
RSTSYAGRDVRDSDDA
GRDVRDSDDADHSTGN

HKPGGDAGRRGGAQKT
KPGGDAGRRGGAQKTV
TCILSHKPGGDAGRRG
GGAQKTVVSATAVSTL -
DLCSKDEDRHRAAATS
GQSNQLRPTVSWDLCS
HRAAATSDGPGLLRWF -
STLREATGAAAIGQSN -
LLRWFAGSPPVAPEHT -
PVAPEHTLSQRKNLSH +
IDAWAASPLYSSPLAL +
VTDGMLTGHFSALRLC +
CVILLLTVTDGMLTG -

++ |+ |+ |+

+

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A toxicidade, ou alergenicidade e a similaridade com sequéncias caninas,
sdo outros parametros importantes de selecéo para a aplicacdo vacinal pretendida (Quadro 10).
O servidor ToxinPred foi utilizado, entdo, para que fosse visto se o peptideo escolhido
apresentaria algum tipo de toxicidade em um eventual ensaio de imuniza¢do. Como resultado,
0 servidor mostrou que o peptideo nédo é tdxico. Utilizando o servidor AllerTOP v. 2.0 foi visto
que a probabilidade deste peptideo ser alergénico é nula. O servidor PIR (Protein Information

Resource) foi utilizado para verificar, por método de homologia cruzada, se a sequéncia de
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residuos de aminodcidos do peptideo ja estaria em alguma sequéncia presente em caes, caso a
resposta fosse positiva, 0 peptideo escolhido ndo teria utilidade pois ja seria algo de
conhecimento do sistema imunoldgico desses animais, ou seja, ndo seria um antigeno. O
servidor mostrou uma resposta negativa, confirmando entdo que a sequéncia poderia ser

utilizada como um imunizante.

Quadro 10. Propriedades de probabilidade de antigenicidade, toxicidade, alergenicidade e similaridade com
genoma canino dos peptideos sobrepostos previamente descritos (Quadro 6) da proteina Lc24 preditos

anteriormente. Resultados positivos apresentados em verde e resultados negativos apresentados em vermelho.

Peptideo Vaxijen 2.0 ToxiPred AllerTOP v 2.0 PIR
HSTGNDAIDSMSQGKP Sem similaridade
DSMSQGKPRGSPHTCI Antigeno N&o toxico Sem similaridade
RSTSYAGRDVRDSDDA Antigeno Ndo toxico Sem similaridade
GRDVRDSDDADHSTGN Antigeno Ndo tdxico Sem similaridade

HKPGGDAGRRGGAQKT Antigeno N3o téxico Sem similaridade
KPGGDAGRRGGAQKTV Antigeno Nao téxico Sem similaridade
TCILSHKPGGDAGRRG Antigeno N&o téxico Sem similaridade
GGAQKTVVSATAVSTL Sem similaridade
DLCSKDEDRHRAAATS Sem similaridade
GQSNQLRPTVSWDLCS Sem similaridade
HRAAATSDGPGLLRWF Sem similaridade
STLREATGAAAIGQSN Sem similaridade
LLRWFAGSPPVAPEHT Sem similaridade
PVAPEHTLSQRKNLSH Sem similaridade
IDAWAASPLYSSPLAL Antigeno Nao téxico Sem similaridade
VTDGMLTGHFSALRLC Antigeno Ndo téxico Sem similaridade
CVILLLTVTDGMLTG Antigeno Nao téxico Sem similaridade

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

As caracteristicas fisico-quimicas do peptideo escolhido foram avaliadas
em servidor Peptide Property Calculator (Innovagen) e no servidor Expasy, onde foi visto que
este peptideo apresentava uma boa solubilidade em &gua, facilitando entéo a sua sintese quimica
e posteriormente no manuseio experimental deste peptideo. Mostrando também seu peso
molecular, seu ponto isoelétrico (PI), muito importante para a determinacdo da carga do
lipossoma a ser utilizado, o tempo de meia vida para identificarmos a durabilidade desses
peptideos fronte a moléculas que promovem a sua lise e a estabilidade. Todos esses resultados

foram analisados e podem ser observados no Quadro 9.
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Quadro 9. Resultados referentes as caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos preditos e sobrepostos

analisados em servidor Expasy (Peso molecular, Ponto isoelétrico, Meia-vida (Hr) e Estabilidade) e em

servidor Peptide Property Calculator (Innovagen) (Solubilidade). Os resultados de Estabilidade e Solubilidade

foram apresentados da seguinte maneira: resultados positivos (estavel para Estabilidade e soltvel para Solubilidade)

foram apresentados em verde; resultados negativos (instavel para Estabilidade e insolGvel para Solubilidade) foram

apresentados em vermelho.

Peso

Ponto

Solubilidade

Soluvel

Soluvel

Soluvel

Soluvel

Soluvel

Soluvel

Soluvel

Peptideo ‘s Meia-vida (h) | Estabilidade
molecular Isoelétrico
HSTGNDAIDSMSQGKP 1644,73 5,21 3,5
DSMSQGKPRGSPHTCI 1700,9 8,23 1,1
RSTSYAGRDVRDSDDA 1770,79 4,58 1
GRDVRDSDDADHSTGN 1716,65 4,28 30
HKPGGDAGRRGGAQKT 1592,74 11 3,5
KPGGDAGRRGGAQKTV 1554,73 11 1,3
TCILSHKPGGDAGRRG 1624,84 9,5 7,2
GGAQKTVVSATAVSTL 1489,69 8,75 30 estavel
DLCSKDEDRHRAAATS 1774,88 5,43 1,1 estavel
GQSNQLRPTVSWDLCS 1790,97 5,83 30
HRAAATSDGPGLLRWF 1754,97 961 3,5
STLREATGAAAIGQSN 1546,66 5,72 1,9
LLRWFAGSPPVAPEHT 1778,04 6,75 5,5
PVAPEHTLSQRKNLSH 1814,03 9,18 20
IDAWAASPLYSSPLAL 1674,91 3,8 20
VTDGMLTGHFSALRLC 1721,02 6,71 100 estavel
CVILLLTVTDGMLTG 1548,92 3,8 1,2 estavel

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Apos todas essas andlises, foi elaborado um quadro resumindo todos 0s

resultados obtidos em cada uma das etapas da predicdo destes epitopos para que entdo fosse

selecionado o mais qualificado para a sintese quimica. O Quadro 11 nos mostra esses resultados.
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Quadro 11. Resumo de resultados obtidos em servidores EpiDOCK para epitopos ligantes de MHC de classe 11; NetMHCpan para epitopos ligantes de MHC de classe |; IFNEpitope

para reconhecimento de epitopos estimuladores da citocina IFN-y; Vaxijen 2.0 para avaliar se os peptideos preditos tém a capacidade de ser um antigeno ou ndo; ToxinPred para avaliar

o grau de toxicidade dos peptideos previamente preditos; AllerTOP 2.0 onde é avaliado a alergenicidade dos peptideos preditos; PIR (Protein Information Resource) para avaliar se

por homologia cruzada os peptideos escolhidos tem alguma homologia com o genoma de cées; Estabilidade e Solubilidade avaliada em servidores Pepcalc (Peptide Property Calculator)

e Expasy.

Peptideos sobrepostos EpiDOCK?* | NetMHCpan® Vaxijen 2.0 | ToxiPred®
HSTGNDAIDSMSQGKP + +
DSMSQGKPRGSPHTCI I Antigeno
RSTSYAGRDVRDSDDA + Antigeno Ndo tdxico
GRDVRDSDDADHSTGN + Antigeno Ndo tdxico
HKPGGDAGRRGGAQKT + Antigeno Nao toxico
KPGGDAGRRGGAQKTYV + Antigeno Nao toxico
TCILSHKPGGDAGRRG + Antigeno Nao téxico
GGAQKTVVSATAVSTL 5 -]
DLCSKDEDRHRAAATS + |+ | Antigeno | Ndo toxico
GQSNQLRPTVSWDLCS + +
HRAAATSDGPGLLRWF + +
STLREATGAAAIGQSN + +
LLRWFAGSPPVAPEHT + +
PVAPEHTLSQRKNLSH &
IDAWAASPLYSSPLAL + Antigeno Nao téxico
VTDGMLTGHFSALRLC I Antigeno | N&o toxico
CVILLLTVTDGMLTG + Antigeno Nao téxico

N3o toxico

Solubilidade’
Soluvel
Soluvel
Soluvel

|+ | estavel Soldvel
_NaoAlergénico |  + | Solivel

[+ ] Soldvel
_NaoAlergénico |  + |

Soluvel
estavel

estavel Soluvel

AllerTOP 2.0f PIR® Estabilidade"

+I+I

+

+

+

+ |+

Nao Alergénico _
o+ estavel Soluvel
_Soluvel

+

I

+

estavel
+ estavel

+

a Critério de classificagdo: (+) para epitopos que reconhecem 1 ou mais alelos referentes a ligantes de MHC de classe 11 e (-) para epitopos que n&o reconhecem; ® Critério de classificacéo:

(+) para epitopos que reconhecem 1 ou mais alelos referentes a ligantes de MHC de classe | e (-) para epitopos que ndo reconhecem; ¢ Critério de classificacdo: (+) para epitopos que

induzem a expressdo da citocina IFN-y e (-) para epitopos que ndo reconhecem; ¢ Critério de classificagdo: (Antigeno) para peptideos com potencial para serem antigenos e (N&o

antigeno) para os sem potencial; ¢ Critério de classificagéo: (Toxico) para peptideos com caracteristicas de toxicidade e (N4o toxico) para os sem caracteristicas; f Critério de classificacio:

(Nao alergénico) para os peptideos sem caracteristicas de alergenicidade e (Alergénico) para os com caracteristicas de alergenicidade; ¢ Critério de classificagdo: (+) para peptideos sem

homologia com o genoma de cées e (-) para peptideos com homologia; " Critério de classificagdo: (Estavel) para peptideos estaveis e (Instavel) para peptideos instaveis; ' Critério de

classificacdo: (Soltvel) para peptideos com alta solubilidade em agua e (N&o sollvel) para peptideos com baixa solubilidade em agua. Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Como pode ser observado no Quadro 11, nenhum dos peptideos
sobrepostos selecionados atenderam todos os critérios de analises. Isto posto, diminuiu-se a
estringéncia da busca, priorizando o servidor Vaxijen 2.0, para que o candidato a epitopo
apresente caracteristicas de antigenicidade. Como nenhum dos peptideos foram classificados
como citotoxicos, no entanto, apenas os peptideos HKPGGDAGRRGGAQKT e
TCILSHKPGGDAGRRG foram selecionados por ndo serem potenciais alérgenos.

Os peptideos HKPGGDAGRRGGAQKT e TCILSHKPGGDAGRRG,
de acordo com o Quadro 11, apresentam em comum todas as caracteristicas em andlise,
reconhecem moléculas de MHC-II, mas ndo MHCI, tem a capacidade de promover uma
resposta para induzir a produgdo de IFNy, sdo provaveis antigenos de acordo com o servidor
Vaxijen 2.0, ndo possuem caracteristicas de toxicidade, ndo sdo alérgenos, ndo possuem
similaridade com sequéncias caninas e possuem uma solubilidade desejada para posterior
sintese. Para prosseguimento do estudo, e considerando a limitacdo de tempo inerente a um
projeto de mestrado, foi escolhido o peptideo HKPGGDAGRRGGAQKT, agora denominado
GD2102, para sintese, escolha ndo impeditiva de futuros testes com o peptideo
TCILSHKPGGDAGRRG.

4.7 Desenho e sintese do imundgeno peptidico

Buscando potencializar ainda mais essa resposta imune, foi estudado
maneiras de aprimorar a utilizacdo deste peptideo em uma vacina. O uso de adjuvantes
sintéticos é uma abordagem segura e considerado um avanco em relacdo aos métodos
tradicionais de vacinagdo (NASCIMENTO et al., 2019). Portanto, baseado em estudos de
peptideos sintéticos com caracteristicas de adjuvante, a ideia foi adicionar ao N-terminal da
sequéncia de residuos de aminoacidos do peptideo GD2102, uma sequéncia adicional de sete
residuos referentes a um peptideo adjuvante denominado RS09, que é um agonista sintético do
receptor 4 do tipo Toll, e esta envolvido na ativacdo da resposta imune inata adaptativa
(MOYLE and TOTH, 2013; GRUPTA; REGAR et al., 2020;). Os receptores do tipo Toll estdo
envolvidos na ativacdo da imunidade inata e melhoram a apresentacdo de antigenos pelas APCs.
Este peptideo adjuvante mimetiza LPS, que se liga ao TLR4 e induz a localizag&o nuclear do
fator de transcricdo NF-kB, resultando na transcri¢do de citocinas inflamatdrias e secrecédo de
quimiocinas. O envolvimento de RS09 (APPHALS) permite que epitopos que reconhe¢cam 0s
linfocitos citotoxicos T CD8" (CTL) sejam co-estimulados, resultando em uma ativagdo imune
mais robusta. O RS09 se mostrou um peptideo com capacidade de ser adjuvante excelente e foi
utilizado em varios estudos anteriores (JOSHI et al., 2021. REHMAN et al., 2021. KIM et al.,
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2020). Apos a escolha do peptideo adjuvante, a juncao desses dois fragmentos foi separada por
dois espagadores, no caso a Arginina.

A sequéncia do peptideo adicionada de RS09
(APPHALSRRHKPGGDAGRRGGAQKT), foi submetida as mesmas andlises
computacionais supracitadas para verificar se ndo houve nenhuma modificacdo em questdes de
toxicidade, alergenicidade, etc. e potencial antigénica do peptideo, o que nos proporcionou
resultados igualmente positivos. Posteriormente, utilizando um novo servidor, o Expasy, foi
visto que o tempo de meia vida deste peptideo era de aproximadamente 4 h. Para melhorar a
meia vida deste peptideo adicionou-se Valina na posi¢do N-terminal, ja que aminoacidos b-
branched alteram a hidrofobicidade e estabilidade de proteinas (ZUH et al., 1992), o que levou
a um ganho de estabilidade predita de 4 h para 100 h. Sendo assim, o desenho de imundgeno

peptidico (Figura 1) € intitulado como GD2202.

4.8 Sintese em fase solida dos peptideos GD2102 e GD2202

A técnica de sintese quimica de peptideos apresenta algumas limitacdes
guanto a pureza, a qual diminui a medida que o comprimento da cadeia peptidica aumenta,
devido a acoplamentos comprometidos, resultando na formacdo de uma populacdo de
sequéncias ndo desejadas (MACHADO; LIRA; PROTI; REMUZGO et al., 2014). Desta forma,
considerando que peptideos sintéticos de 15 até 30 residuos podem ser produzidos com graus
de pureza satisfatorios foi de suma importancia ter encontrado um epitopo com apenas 16
residuos de aminoéacidos que, levando em consideracdo todos os testes feitos em servidores ja
apresentados, mostrou uma resposta teoricamente excelente. Estudos de vacinas formuladas
com peptideos ja vem sendo feitos tendo como objetivo a prevencdo da LVC (AGALLOU,;
ATHANASIOU; KOUTSONI; DOTSIKA et al., 2014; AGALLOU; MARGARONI;
KARAGOUNI, 2011; COSTA; GOULART; PEREIRA; LIMA et al., 2014; MARTINS;
DUARTE; CHAVEZ-FUMAGALLI; MENEZES-SOUZA et al., 2015).

Portanto, ap6s a predicdo, o peptideo GD2202 foi escolhido para a
sintese quimica. Primeiramente a sequéncia (GD2101) de 16 residuos de aminoacidos
(HKPGGDAGRRGGAQKT) foi sintetizada em sintetizador Tribute-UV  (Protein
Technologies) em resina Rink Amida tendo o N,N-metilformamida como agente acoplante e
HBTU como o agente desacoplante. Para o acoplamento da sequéncia restante do peptideo
(GD2202) foi submetido a sintese em fase sélida, partindo de uma massa inicial de 614,68 mg
de resina Rink Amide. Ao final da sintese obteve-se 1,4835 g de peptidil-resina tendo um ganho
entdo de 869,12 mg para o peptideo GD2202.
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Posteriormente a sintese, as peptideo-resinas foram clivadas e o material
bruto foi separado da resina por solubilizacdo em H.O e acetonitrila. Apds a liofilizagéo,
procedeu-se a analise por espectrometria de massas para a confirmacao da sintese (Figuras 10
e 1l).

Figura 10. Espectro de massas referente ao peptideo GD2102. Confirmacdo do material obtido por
espectrometria de massas em aparelho Bruker injecdo ion trap, modo eletrospray positivo. Sequéncia do peptideo:
HKPGGDAGRRGGAQKT-NH; e massa molar de 1592,74 g.mol*
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Figura 11. Espectro de massas referente ao peptideo GD2202. Confirmacdo do material obtido por
espectrometria de massas em aparelho Bruker injecéo ion trap, modo eletrospray positivo, utilizando a resolucéo
de massa/carga. Sequéncia do peptideo: VAPPHALSRRHKPGGDAGRRGGAQKT-NH; e massa molar de 2365,61
g.mol?
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

O perfil cromatografico dos peptideos brutos GD2102 e GD2202 foi
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obtido por CLAE, com tempo de retencdo de 2,1 min para GD2102 e de 7,2 min para o
GD2202, indicando que estes de fato eram o peptideos em relacdo as suas propriedades fisico-
quimicas listadas anteriormente, como por exemplo a sua solubilidade, questdo essa analisada
durante a predicdo destes peptideos. Entdo, em seguida foi feita a purificacdo do material e
também a identificacdo do pico de interesse por espectrometria de massas (Figuras 12.A e
12.B).

Figura 12. Perfis cromatograficos dos materiais brutos dos peptideos GD2102 (12.A) e GD2202 (12.B) obtidos
apos a clivagem para a separagao da resina. Os materiais brutos foram submetidos a cromatografia liquida de
alta eficiéncia a um gradiente de 5 a 95% de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min. O tempo de retencéo para

0 peptideo GD2101 foi de 2,1 min e para 0 GD2202 de 7,2 min.

A. B.
3.0
21 2.0 7.2
2.5
1.5
2.0
£ £
c 19 o 10
g 8
o :
< 10 =
0.5
0. O—n k_L% J A L 0.9
[ 10 15 20 75 30 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

A purificacdo do peptideo GD2202 foi realizada em sistema CLAE semi-

preparativo (Figuras 13.A e 13.B) e as fracGes obtidas foram avaliadas em CLAE analitico.

Obtendo uma pureza de 96% para o0 peptideo GD2102 bruto com um rendimento de 46,88% e
94% para o peptideo GD2202 com um rendimento de 42,72%. O peptideo GD2202 entdo foi

utilizado para a formulagdo das vacinas para posterior imunizacdo de camundongos da

linhagem Swiss.
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Figura 13. Perfis cromatogréaficos dos materiais purificados GD2102 (13.A) e GD2202 (13.B) obtidos ap6s
purificacdo em sistema CLAE semi-preparativo. Os materiais purificados foram submetidos a cromatografia
liquida de alta eficiéncia de 5 a 95% de solvente B por 30 min a fluxo de 1 mL.min". O tempo de retencéo para o
peptideo GD2102 é de 2,1 min e do peptideo GD2202 é de 2,5 min.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

4.9 Imunizacdo de camundongos Swiss com o peptideo GD2202

O estudo apresentado neste trabalho buscou desenvolver uma vacina com
um epitopo referente a proteina Lc24 ja apresentada e estudada anteriormente por Isabel (2010),
onde a mesma conseguiu comprovar a antigenicidade da proteina frente a soros de cées
infectados com L. infantum. Tendo esse estudo como base, o trabalho aqui apresentado investiu
inicialmente na expressdo da proteina Lc24, mas devido ao insucesso desta etapa, utilizou-se
como estratégia alternativa a sintese de peptideos com potencial imunogénico selecionados por
analises de imunoinformatica. Dentre as possiveis opc¢des identificadas nessas analises,
iniciamos o0s estudos de imunogenicidade com a sequéncia GD2202, que corresponde a
GD2102, adicionados de uma valina e de um peptideo adjuvante, como descrito acima. Os
estudos descritos a seguir visaram a imunizacdo de camundongos para que entdo fosse feita a
avaliacdo da producéo de IgG, 1gG1 e IgG2a.

Os grupos G2, G3 e G4 foram imunizados, respectivamente com 100 ug
de GD2202 em PBS, 100 pg de GD2202 + Montanide e GD2202 encapsulado em lipossomas.
Para o encapsulamento do peptideo nos lipossomas, foi utilizado 1 mg do peptideo. Devido a
carga geral positiva do peptideo, utilizou-se lipossomas aniénicos (BERNARDI, 2015; SILVA,
2011), tendo sido realizado o teste de Pierce Assay, indicando a presenca de 75% de proteina

encapsulada.
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4.10 Ensaio de viabilidade celular in vitro

Como pode ser observado na figura 14 com excecdo da formulacédo
Gel01+Pept que gerou aproximadamente 40% de toxicidade nas diluicbes mais concentradas
testadas no estudo (1:10 e 1:20), as demais formula¢Ges ndo causaram citotoxicidade. A
citoxicidade da formulacdo GelO1+Pept, provavelmente seja parte do mecanismo de
estimulacdo de resposta imune do adjuvante Gel0l. Os adjuvantes imunologicos agem
basicamente de duas formas, estimulando o sistema imune mimetizando moléculas altamente
conservadas pelos microrganismos, como LPS, peptidoglicano e outros; e como sistema de
liberagdo de antigenos (ABD EL RAHMAN et al., 2020; PENEBRA and LILLEHOJ, 2019).

Os ultimos podem estimular o sistema imune atraves de lise celular no
local da inoculacdo, levando a liberacdo de moléculas citoplasméticas como acido Urico, ATP
e outras que sdo reconhecidas como um sistema de alerta por células integras vizinhas (Hogen
etal., 2012., Batista-Duharte et al., 2013; PETROVSKY et al., 2015Mor). Essas celulas podem
liberar citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, TNF que ajudam na inducdo de resposta
imune. Portuondo e colaboradores (2017), demonstraram que uma formulacdo vacinal
desenhada contra a esporotricose (doenca causada por espécies patogénica do género
Sporothrix), adjuvada com o Gel01 10% gerou 40% de toxicidade na diluicdo 1:1 em
macrofagos do exsudato peritoneal de camundongos BALB/c (PORTUONDO et al., 2017). No
estudo o adjuvante Hidréxido de aluminio, usado na dose clinica humana (0,1 mg de Al3* em
camundongos) mostrou uma toxicidade maior (56%) ao Gel0l. Ambas as formulacbes
induziram resposta imune protetora em camundongos desafiados com o fungo, porém a resposta

da formulacédo adjuvada com GelO1 foi maior.
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Figura 14: Citotoxicidade das formulacgdes vacinais. A linhagem de fibroblasto murino (L929) a concentragéo de
1x10* em meio de cultivo DMEM foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 h a 37°C em atmosfera
com 5% de CO2. As células aderidas foram incubadas durante 24 h, com dilui¢bes (1:10, 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160)
feitas em DMEN, das formulacdes a seguir: Pept, Lip+Pept ou Gel01+Pept. Pogos contendo somente meio DMEM
foram usados como controle negativo (CN). A viabilidade celular foi determinada pela reducdo de resazurina. A
significancia estatistica foi determinada por ANOVA de duas vias e a diferenca estatistica foi identificada usando o
teste de comparagGes multiplas de Tukey e intervalo de confianga em 95%. **** (p <0,0001) para comparagao com o

grupo controle (CN) ou conforme indicado.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

411  Resposta humoral

Durante a imunizacdo, os camundongos Balb/c e Swiss foram pesados
nos dias 0, 7, 14. O peso total de cada grupo (G1, G2, G3 e G4) foi analisado para ver se haveria
alguma mudanca durante as imuniza¢cdes. Como 0s pesos apresentaram-se similares (Anexo no
Quadro 29), foi determinado entdo que o imunizante utilizado ndo causou nenhum tipo de efeito
toxico no organismo dos animais, como predito nas analises in silico.

As imunizacOes foram realizadas nos dias 0, e 14, e no quarto dia apos a
terceira imunizacdo (dia 18), os animais foram eutanasiados e 0 sangue coletado para a obteng¢ao
do soro e determinagéo da producdo de anticorpos 1gG, IgG1 e IgG2a contra o antigeno testado.
Os testes de ELISA ndo detectaram a presenca de anticorpos 1gG antigenos especificos em
nenhum dos camundongos testados de acordo com a avaliacdo de absorbancia por cada poco

referente aos animais vacinados (Figura 15).
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Figura 15. Resposta de anticorpos 1gG contra GD2202 de L. infantum. Cada grupo de camundongo Swiss
(n=5) recebeu duas doses da formulagdo vacinal via subcuténea, com intervalo de 14 dias entre a primeira e a
segunda dose. Quatro dias apds a terceira dose, 0 sangue dos animais foi coletado para a obtencdo do soro e
determinacéo do titulo de anticorpo 1gG por meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de Elisa Nunc
MaxiSorp™ foram sensibilizadas usando solucdo-tampédo carbonato de sodio (0,1 mol.L?, pH 9,5) contendo o
peptideo GD2202 (20 ug.mL™). O resultado representa os valores de absorbancia de anticorpos conjugados com
HRP (Abcam) e diluicdo de 1:100 do soro de camundongos. Grupos: G1 -PBS (100 uL); G2 - GD2202 com PBS
(100 pg/mL); G3 - peptideo (100 pg) + adjuvante Montanide™ Gel 01 (10% da solugio) + PBS; G4 - peptideo (1
mg) encapsulado em lipossomas. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de
comparag@es multiplas de Tukey com intervalo de confianca de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Devido a inconsisténcia dos dados de dosagem de imunoglobulinas
guando utilizado o modelo Balb/c (Anexo, Figura 16) e, considerando que ha trabalhos na
literatura que avaliaram aspectos de imunogenicidade de proteinas em camundongos swiss
(SANTOS, 1999; NAGILL e KAUR 2011), repetimos os ensaios de imunizacdo com este
modelo, disponivel no laboratorio para o estudo. Como pode ser visto na Figura 15, a
reatividade da resposta humoral ndo foi detectada neste modelo murino. Isto posto, para validar
os dados in silico, serd necessario realizar novos experimentos. Nestas novas analises € preciso
considerar alguns aspectos. Alguns estudos demonstraram que os adjuvantes da linha
Montanide™ tipo gel (Gel 01) exercem o seu mecanismo imunoadjuvante similar ao adjuvante
hidroxido de aluminio (Al(OH)s), liberando os antigenos adsorvidos na sua superficie no local
da inoculacdo (VIALLE et al., 2010; CAUCHARD et al., 2014). Os antigenos liberados

lentamente no local de imunizacdo sdo rapidamente captados e processados pelas células
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apresentadoras de antigeno (APC) e posteriormente apresentados aos linfécitos TCD4" nos
linfonodos regionais. Portuondo e colaboradores (2016), demonstraram que o grau de adsor¢ao
de duas concentracdes de proteinas da parede celular do fungo Sporothrix schenckii ao HA,
teve efeitos qualitativos e quantitativos no aumento e modulacdo da resposta imune, nos
camundongos que receberam essas formulacgdes. A formulagdo contendo menor quantidade de
proteinas adsorvidas ao HA induziu menor quantidade de anticorpos IgG e perfil de citocinas
diferentes. Levando em consideracao este critério € provavel que o peptideo GD2202 nao foi
adsorvido eficientemente na superficie do Gel01, assim, pode ter ocorrido uma rapida dispersao
no local da inoculagdo que limitou seu reconhecimento pelas APCs e ativacdo das células T.
Caso tenha existido adsorcao do peptideo na superficie do adjuvante também poderia ter sofrido
desnaturacao e consequentemente perda dos motivos de ligacdo as moléculas MHC das células
apresentadoras de antigenos. Esta série de eventos poderia afetar a ativacdo dos linfocitos T
CD4*, a especificidade da resposta de anticorpos e, consequentemente, a eficacia da
imunizacdo. Novos adjuvantes poderdo ser testados como saponina (CLASTA, 2021,
SANTOS, 2021; SOUZA et al., 2004) e hidroxido de aluminio (LIMA et al., 2019).

Em relacdo ao peptideo encapsulado em lipossomas, é importante
enfatizar que existem dois tipos de lipossomas a serem utilizados em estudos de imunologia, 0s
anionicos, aqui utilizado, e os cationicos. Os lipossomas cationicos tém uma ligeira vantagem
em relagdo aos anionicos em estudos encontrados na literatura, mas isso ndo descarta a
efetividade dos com carga negativa (BERNARDI, 2015; SILVA, 2011). O peptideo escolhido
de carga positiva ndo poderia ser encapsulado em lipossomas de mesma carga, devido a
incompatibilidade elétrica. Portanto, em estudos futuros de predicdo de epitopos, sera
interessante, também, considerar a carga dos peptideos como um critério de selecao.
Adicionalmente, outros peptideos indicados neste trabalho poderao ser testados sozinhos ou em
associagdo com GD2202.

Em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, Isabel (2010), atraves
de estudos de bioinformatica, conseguiu identificar regides de proteinas de L. infantum que
teriam capacidade de serem antigénicas como a prépria proteina Lc24 e também a proteina
Lc36, isso confirmado pela prépria autora em ensaios de antigenicidade (immunobloting) e
posteriormente (ISABEL, 2010). A capacidade de antigenicidade da proteina Lc36 foi
confirmada por Nogueira (2016), através de ensaios enzimaticos (ELISA) realizados com essa
proteina frente a soro de cées infectados com leishmaniose (NOGUEIRA, 2016). Considerando
Crumpton (1974) que diz que em um evento de uma resposta celular um imundgeno pode ser
também um antigeno, porém, o oposto dessa afirmacdo pode ndo estar correto, e estudos

elaborados por Laurindo (2021) onde regides de epitopos da proteina Lc36 foram analisadas
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quanto a sua imunogenicidade em vacinas peptidicas e obtiveram resultados positivos, a
proteina Lc24 ndo pode ser descartada por completo, apenas uma regido dela foi analisada,
outras estao disponiveis para estudos mais aprofundados e com a expectativa de, além de agirem
como peptideos antigénicos, terem a capacidade de atuar como um imunizante em uma futura
vacina.

Devido as restricbes de tempo que ocorreram ao longo do
desenvolvimento deste trabalho, algumas adaptacdes nos procedimentos e metodologias desse
estudo precisaram ser realizadas. Como perspectivas, temos a realizacdo de cinética de
adsorcao do peptideo, como descrito por Portuondo et al, 2016, onde foi avaliado a quantidade
de tempo necesséria para que o imunizante utilizado fosse adsorvido pelo adjuvante Hidroxido
de Aluminio. Alternativamente ao peptideo adjuvante RS09, outras opcbes poderdo ser
avaliadas (GUPTA et al., 2020). Estudos de vacinas peptidicas publicados geralmente nédo
utilizam apenas um imunizante, geralmente uma quantidade maior de epitopos sdo selecionados
e administrados em modelos murinos para que o estudo de imunogenicidade seja feito
(PEREIRA et al., 2021; MACHADO, 2010; SEGER, 2014). O peptideo GD2102 pode ser
acoplado a outro epitopo da mesma proteina alterando entdo, possivelmente, sua carga e

aumentando a sua probabilidade de induzir uma resposta imune.

5 CONCLUSAO

Uma proteina hipotética de L. infantum foi o alvo de estudo deste
trabalho, a Lc24. Apesar do sucesso na obtencdo da sequéncia codificadora dessa proteina em
vetor de expressdo bacteriana pMAL_p5X, para E. Coli, ndo foi observado a presencga da
proteina nos extratos apds a inducgdo por IPTG.

A ndo expressdo da proteina Lc24 fez com que este estudo passasse entdo
a uma outra metodologia para trabalhar com essa sequéncia de modo avaliar sua
imunogenicidade. Portanto, a tecnologia de imuno-informatica foi aplicada e permitiu
identificar sequéncias de aminoacidos como possiveis epitopos referentes a proteina em
questdo. Ao todo foram 6 peptideos preditos pelo servidor BepiPred 2.0, 20 pelo servidor
ABCpred, todos eles referentes a ligantes de linfocitos B, e entéo, a sobreposicao dos peptideos
desses dois servidores foi feita e proporcionou 17 sequéncias a serem analisadas como
provaveis candidatos a antigenos.

Esses peptideos sobrepostos passaram por avaliacbes como provaveis
ligates de células T (CD4" e CD8"), como um quesito de prioridade também visando a expressao
de citocinas assim como também a produgdo IFNy de extrema importancia para a resposta
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imune do individuo em uma infeccdo do parasita. A alergenicidade, toxicidade e uma provavel
similaridade dessas sequéncias peptidicas com o genoma de caes também foram estudadas para
que o melhor candidato a epitopo fosse selecionado. O peptideo GD2102
(HKPGGDAGRRGGAQKT) foi selecionado para ser sintetizado quimicamente e seguindo o
desenho imunogénico foi adicionado um peptideo adjuvante (RS09), ap6s uma sequéncia de
dois espacadores de Arginina (RR), e uma valina no n-terminal do peptideo para aumentar sua
capacidade de meia-vida, tornando assim o peptideo que seria utilizado na imunizagédo
(GD2202).

A vacina obtida com o peptideo GD2202 ndo obteve uma reatividade
consideravel em relacdo a resposta humoral em camundongos das linhagens Balb/c e Swiss,
apesar disso esse peptideo ndo pode ser descartado. Algumas observaces como um estudo
cinético de adsorcdo do adjuvante utilizando (Gel01) com o peptideo selecionado podem ser
realizadas para que essa formulacdo tenha uma possibilidade maior para adsorcdo pelo
adjuvante utilizado e assim, sendo apresentada as moléculas do sistema imune, possa obter uma
boa reatividade em relacdo a resposta humoral. A utilizacdo de lipossomas catidnicos em um
estudo de imunogenicidade é importante ja que sdo os mais utilizados nestes estudos.
Lipossomas com cargas negativas podem promover uma repulsdo em relacdo as moléculas do
sistema imune, ja que essas moléculas tem cargas neutras ou negativas, portanto, a utilizacdo
de um peptideo com carga baixa para que possa ser encapsulado por lipossomas catidnicos deve
ser estudada.

O uso da linhagem Balb/c para que o estudo efetuado neste trabalho, que
proporcionou resultados negativos, possam ser refeitos utilizando o mesmo peptideo e também
abrangendo o estudo para os outros epitopos encontrados na predicdo. Um estudo de
imunogenicidade geralmente € composto por varios peptideos, o que aumenta entdo a
possibilidade de resposta humoral referente a algum desses epitopos em estudo. Mostrando
assim, que nédo é viavel agora promover o descarte desta sequéncia codificadora da proteina

Lc24, estudos futuros utilizando essa proteina podem obter resultados promissores.
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ANEXOS

Sequéncia gendmica LINF_240020050: proteina de resisténcia a multiplas drogas. Em destaque, regido codificadora da regido
Lc24.

ATGCTGCCCTCACCGAACGGGCCAAGCTCATCCTATACGTGGATGTCGGCCCACACGGTCGCGCGTGGCAATCGCGGCTGCGGTGAGGAATTTCCCCTCCTCCCTAAACCCGGGTC
GAGAGCGTCCATGTGCCGCTTGACGCAGTCGGCGCCACGCACCGAGTCCGCCGTTCCTGCCGCGACGACCTCGTCGTCGAACCTTTTCCCCCACGTCGCTGTGTCGTCACTCTTGG
TCGGCGACTCTTTAAAAGGCGGCGGAAGCACCTTTGGTGATGGCGGCAGCGGCAGCGACGGAAACGGCAGCGCCGGCGGCTCCAGCGATGCCAACGGAGGCGCGGGTGGLGGL
AATGGTGGCCTTGCGTTTGGTGCTGCACCGGCGTCGCTCTCCGAGTTCCTCCGCATCTTCGCGTATGCTGTCCGCCTGCAGTCGTGGGCGAGTTGGCTGCTGGCTGTCGTGTTTCAT
CTTTTCCATCTGCTGCTCATTCTTTCCTTCTGGAGCAGTCCGATCCTCTACCGCTCCACCTTCTTCTCCCAGTCGATGGCGAAGTCGCTGCTCGAGGCGCAGAGCGTCAGACAACAC
AGAAGGGGCAGCGATGGGTGTAGCAACAACGGCAGAACAAGACTGAGCGCCGCTGCGGGGAAGGGTCCGAGCGGCGCGGAGGCGGCTGCCCTGCTGCGCTCCAGCGAATCGCC
AGCGCCGGTCTCCGTCGAGAGCGTGTGGGCTATTCACGACTCCGTCTTTTTCCTTGAGGAGGGCCGTGCCGTGATGCCCACGGCGATAGCGAGCAGCTTCTCCAGCCTGGGGGGCA
AGAATCACCACGGCGGCACCACCAGAAGTACTTCGTATGCTGGTCGGGACGTGCGCGACAGTGACGACGCCGACCATAGCACTGGCAATGATGCGATAGACAGCATGAGTCAGG
GCAAGCCCCGCGGCAGCCCGCACACGTGCATTCTGTCGCACAAGCCCGGCGGCGATGCCGGTCGCAGGGGTGGTGCGCAGAAGACGGTTGTGTCCGCGACTGCAGTCTCTACGCT
GCGCGAGGCGACTGGCGCCGCCGCCATCGGCCAGAGCAATCAGCTGCGGCCGACGGTGTCATGGGATTTGTGTAGCAAGGACGAAGACCGCCACCGTGCTGCCGCGACGAGTGA
CGGCCCTGGGCTGCTGCGCTGGTTTGCAGGGTCTCCTCCCGTCGCGCCGGAACACACTCTGTCGCAGCGCAAGAATCTCAGTCACGGGCTAGTCGCGCTGTCGCAGATCATCGACG
CGTGGGCGGCGTCTCCGCTATATTCGTCTCCGCTGGCCCTGGCCCTGCTTTACCACCTCTACGGCGTCGCCTGTGTCATCCTGCTGCTGACCGTGACGGACGGCATGCTCACCGGGC
ACTTTTCCGCGCTGCGACTCTGCATCGCCCTTGCTGAGCTGCTTTGGTACATTICGCCACGGCGCGCACGCTTTCCTTATCTACTGCTGGATGCTCGTGCTGTCGCACTGGCCGCATC
GCACAATGTGCTCCGCCGACGACGCGGCGTTTCTTCAGCAGGGCACGCCGTACGCGGTGGTGACCAAGAGGAGGGGACAGGTGTCCATGTTTTGGTTTTATAGAGCCGCCTTGGC
CGTCGACGGGGGTGCCGAGGGCGGCGGCGGTCACGGAGGCGCTGGCAAGTTGCTTGTGGATGAGATCAACCTTCCGTACTATCTCTATGATCAAGTGTGGTACCTCAAGCCGCTC
GCCGAAGGCATCGAGGTCTTCTACGTCTGCCTCCTGCTGCTGTGCCTCGTGAAGGATTTTCACCGAGTGCTGGACGCCGTCGTTGGCGTGCGCGAGCTTATGGAGCCCGAGGGGTG
TGTGCGCTGCCCCCTCTGCGGTGAGTTGATGGTGTTGTACGAGCAGCGCAGCCTCTTGCGGGCCAACTCTATCTACGAACCCGCCCGCGGCTGCATATCATGGTCCGGTTGGCGGA
TGAGGTGGTGGTGGCGTTGGCTACGCAGCCCCGTGCAAGGCAGCTGCAGCGGCCACCGTGTACCCACACCACCTCTGCCGAGTCCTCTCTGGCGCTGGCTCTTGCCGGCGCGGCTC
GGCGGAGGCCCGCTGAAGACGCCGCTGGCGGTCTCCGCGACCGCTGGCGCACCCACGGATGACGGTGACGCCTCCCTCACACCGGGTATGGGCGACGAGACCACCTTCACACTCG
CCGAAATTCTCGAGGATGTCGAGTTCTACGAGCAGTCAGCTGTTCGTCGCAGCGCGGCGGCCCCGCAGGATACCACCACGGAGGCGACGGCGCATCTCACGCAGTGGCTGAGGGC
GATGCCATGCGCGGCACGGTCGCCGATCGTACGAGTGCAGGACGGCGAGCATAGTCGCAGCAGAGCCCGCAATGGCGGCTTCTCAGCTGAGCAGGACGAGGAGAACGCCGCGGL
AACGGCGGGCGCGCTGGCGCTCGGGTTGTCGGCCTCTTCGTCGTCTGAAGAGTGTGTGAGCGCGGGGCTGGTGACGGTAGCGCCCGCCGCCGCGCCCGCAACGCCTGACATGGGC
GCTGCTACAGCACCGGCACACGGTGCTCTGACTGCGTTCGCCAAGGCAGGGCCTCCGAACCCCTCGCCGACCCATTTGGTCGCGTCTTCCATCCCCGCCAGTCCCACTCGTCGTCG
ACACGGCCGCCGCTCACAAGGCCGTTTGCAGAGGTCGTTGAACAGCAGCCAACAGTCGATGACGCCGCGGAAGCGCCTGCAGCGTCGGACTCGATTCACGGAGGAGGTGCTGTA
CTGGAACCGTGCCACGCGGCACGTGCATCACCGGTGCCCAAGACTCTACTTGGATGCACAAGAGGCGACCGACGATGAAGACGATGACGGCAGCGACGGCGGCAGCGCCTCGTG
TGAATGCAGCAGCGAAGCTTCTTCAGCGACGTCCTCCACTGCGGCCACGCCGACGTCCGGTTCACTTACTCGGCCGGCGACTACCGCATCGGCGCGCGCGCACGCCGTCAACCCTC
TGACGGCAGTTGACTATGCGAACTTCCACCAAGGCGTGCTGCACCGCTCCCTCTCTCCGCGCGCTGGGCCGGGTGGCAGGGCCGCTGGGACCGGGCGTTTCTACATGCCCCAGCTC
TCTGCTGAGCTGGACGAGCCATCGCGCGTGCAAGAGAAGCGGCTCCAGCAGCAGTCGCAGCAGTGCACAGCCAGCCATCAAGGCACCTCTGCGGCAGATGACTCGACGCACCAG
CGTAACGATCGGATCATCGGCCCGGACTTCTCGGAGGCACCGTCCAAGCTCTTTGCACAGGGTCCGCCACCACAGTCGGCTGCTAAACACATAGTGGAGCGCGGCCTGTACGACC
CCAACAAGGCCGGCGAGGACGAGTTCAGGCCCGGCAACGCCTTTCAGTCGTACGATCGTGCAGGGTATCTGTCGCGGCTCACCCATAGTTGGCTGAACCCGTTGCTAAAGTTCGG
GCTGCTGGAGCCGACACTGCTGCGACAGGAGCGCTTCTTGCCCTCGCTGCCGGAGGAACTGCTGTCACTGGACAACATTGCGATGCCGGCGTGGCGTTTGTGGGTTTATCGAAAG
GTGTGGTTCGCCGCCTACGTGGCGAAGCCGGGGGAGCTGCTCATTCCCGGCAACGAAGCTATGAATCGCGCCGAGGAGGAGCTGATGTCGCTTGCCCACCTGCACGAAGCCGACC
GCAGTGAGAGCGGCGAGGAGACGGAGAGCTTGGACGGCAGGCAGACCGCTGTAATGCTCGGCCATACTTCGTTTAAGCAGGCAGCCAAGTTTCGTCCGCAGCGGCCGCGCCGGT
GCTGGCAGGAGAGTCTCTTGTGGGCTCTCTCCGCGCCGGTACGGTGCATCCTCGTGACACTTTTCTATCACGTATACATTGGCACATCGCGCACGGTGCGCCGCACACGGCGGCGT
CTCGCTCGCGAACTGCTGAAGGACCGCCTTAGCACCGCCGCCGAGAACCTGTACGACCCCAACGGCTATCAGACTGTGGAGTCGAGCGAAGCGATAGAGGAGGCGACGTGGGCG
CTGACCGAAGTGGCGTCCTCGTGCGGCAGCAGCGCTGCTGCGCCATCAGTGGGCTCCGCTCTGCCGACCCACATGCGCCGGCAGCTCGCCCTGAGTGATGTGAGCCTGTACTACCT
CTTCCTGGAGCACCGCTGCGGCCGCCGCTTTCTGCTCGTCGCGGCACCTCTGCTGCTGCTAAGTGAGCTGCTGACCGTGGCGGTGGTGCCCGTGCTTGAGCTGCTCACTATGTGCCT
GCAGCGCGTGGATTCCGACATGGTGCCGCACCGCCGCGAGGCCCCGAGCGATCAAAGCAGCGTGACGGAGGCTCTTCTGTGTGCCAACCTGTTGGGGGTGCTGCTGCTGCTGCAA
GGTGTGGTGCACAGCGCCTACGTGGGCCAGGCGCAGCAGGCCGCAATGGAGGCGCGTACGTGCGTCTGTGCGGTAGTGCTGGAGAAGACGCTGGCGCTCCCCCTCGCGCAGCGL
ACCTTCACGGAGGCAGAAGTGGTGGCTTTGGCCACTGAGGAGGCGATGCGTGTCGCGACGTGCTTGAGGTCGCTGCATCTGACCTGGTCCTGCCCGCTGCGAGTGGCACTTCTGTT
GCTGCTGCTCGCCAACTATGTAGGCTGGGTGGCCGCCGCAGTGGCCGGTGCCGGTTCGCTCCTCACCGTGCCGCTCTTGCGCCACTCTTCGCGCGAGGTGCGGCAGAGGCGGCACG
AGGCGCGGGAGACAGCAGCGCCACGCATCGCCCTGCTGCAGCGCGCTCTGAGGCACATTCGCAAAGTCAAGGCCATGTTGCTGGAAGGGCGTCTGGCTCACTGGCTGCGGAAGG
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CGCGTGCGACAGAGGCCTCCCGCGCTGAGGCGGTGGCGATGGCGGAGGGCACGGCCGGCATGTTGGCCGGCGGCGTGGAGTGTCTGCTGATGGTGGCCGCCCTCGGCGCCGAGT
GCGTCCTCTCCGCCAAGGAACTGCGAGACATGGACGTGCAGGTACCCGCGCTTGCCATCTTCGTGCTGCTGACGATGCCGCTGCTGGAGGTGCCGGCGCTTTTCAGCGTGGTGGCA
CGCGGCTTTCTCGCGATGAAGCGCATCGAGGCGTACCTGCGGCAGAGGCCCGACGAGTTTGCCGGCACTTGGGTGGATCTGACCAGCTTCACGGCGACGCAGCAGCAACTGCGCG
TGGAAAACCCCGGCAGCACGCTGCTTAACTACCGCCGTGGCAGCGTGGTGTGCCGCAACTCGTTTTTCACGTGGCAGCATGACCTGACCGAAGAGCCGCCGTCGGCGCTCTTGCG
TGACGTCGACTTCTGCATCCGTCCTGGCCAGTTGGTCGTCGTGCAGGGCTCCATGGGGGCTGGCAAGAGCACCCTGCTCTTGTCCATCCTCGGCGAGGTGAATCTGTTTGTGTCGTC
AGGGTGCTCGACGAACGGCAGCTCGACGGGATACAGGTCGGAGAAAACGTTGTCCGTCGTGTCCGCCACCGAGGCAGCGGCGCTGGCGCCGGTATACACCGGCGGCGCCCCTGG
CGCCGTGGGGGACGGCAACCGGCGCGACCCCGGCCCCGCCGCTGCGGCGGCCTGCCCCCCGGCTTTCCCTACGCCACCCGAGCAACAGCATCAGTCTAGCCGACGCCGCCGCACTT
GGCATTTTTGTGGCGTCGCCGATGGACTCCGCCGAGGCAAGGCGGTGCGTCAGCGCGGAGCAGACGCTTTCGGCTGTACCCGGCGCTGATGCAGCAGCGGCGCAGAGGGCGCTG
GCCGGCATCGCCTCGACAGCTGCTGCCGCGGCTGCTGCGGCCAAGACTTTCATGGCAGCAGGCGGTGCGTCGCCGGGTGGCTACGCTCGAAGCGAGGCGTCGAAGTTGTCTGCCC
GTAGCCTCGCTGACGATCGCGCCAGTGTGTGCTCGGTTACCACTAAGAACGCCTCACAGCTTAGCCCCACCGGCCTGGAAGGCGACGACAGCAGCACTGGCGGCTTCCTCGTCTTC
GGATCCTGCGCCTACTGTGCCGAGGTACCTTGGCTGCAGAACGACACCATCCGCGCCAACATCGTGCCCGGTGGTGGCCCGGTGCTGGAGCGTTGGTACTGCGCGGTGCTGCGTG
CGTGCGCGCTGAGCGCGGAGGTGACGGCGCTGCCGCACGGTGACGCGACCGTAATTGGCGAGAGAGGGGAGCTGCTGTCGCTAAGCATGCGCTGCCGCATCGCCATCGCGCGGG
CCGTGTACTCCAAGTCGCACGTGTATCTCATGGACAGCGTCCTCTCGCCACTGGAGCCTGCCATTCAGGAGCACATTATCCGCGAGGTGTTCCACAGGCTACTGCGCAAGAAGACG
ATTGTTTTGGCCAGCAACGTCGGACTGCGATCGCTGCGGCCGCATCGCGTTTTCAGCGTCGTGAATGGTGTCGCGCGGGAGGACACCGACTTGTACACGGCCGTCTCCTCTCTGCA
TGCCCGCGGTGACGAGGATGACGAGGAGGCACTGATGCAGCGACAGGCAAGCGACTGCGGTGGCACTGCGGCCGACGGTGATGATGGTGGTCTGTTGAAGCGCGATAGCAGTGC
GAGCCAGGCCATGACCCCGCCGCTGCCAGCACTCTATGCCGAGGAGTTCGAGGAGCCGCAGGAGGCGGCCGAGGCGGAGACGTTGGTGAAGGTGTTTGTCGACGACCCTGCGGT
CGCGGCTACCACGGTGCTGTTCGACGGCGACGCGGGCTTTGGTCCGCGCGATCCACGGCTGCTCGGCGAGCTTGTCGATCGCCTAGACGCCGGCATCTCTGGCGATGACGTGTCGT
TGGCGGGCTCGGCGCTGCTGGCCGGCGCGGAGGGGGGTTTTGGCAACAGCGCCGCTCTACGCCCCCGCCGCTCCCGCTCCTCGTGCCCACGCCTGCCGCGGCGCTTTAAAACCGG
CCGCAGCGGAGCCGCTTCGGGCGCGGAGACGCCGCCCAAGGAGGTCCCGCTGCCGGGGACCGTGACGACCAACGTGGCGAGCTGCCAGCCGTCGCCCTACTTGAAGGCGCCCAC
CGCAGCACCGTCACACCCTGCTGCCGATCCCGGAGCGCCGCTCCACGGCGTTAACGTGGACGGCACTGGCTGCGCCAGCGACTGTAGCGAGCAAGGCAGCAGCGCCAGCGCCGG
GAGTGGCAGCAACAGCACCTGCTCCAACGATCCGTGCATGAGCAGCCACTACGCCCAGCTACTGCGGCGCGAGCCTCCTCTGCGCCGCCGCCACCGCCTCTTCCTCTTCATTTTCT
TGCGCTTCATGGGTGGGCAGGTGACGTGGGTGTTGTTGACAGCGCTCCTCCAGCAGGGCATCTCTCTGTGCGTCGATATTTGGACTGCAGCGTGGCTGGCGGTAATGGCGGCGCAC
ACGACGCGTTCCGCAGTCAGCGCAACGAGGGCAGCCGTAGTAGGCCGGTCGTTCTCGTCTCGAGTGGCAGAGCAGCTGTACACGTGGGCCGCCGTCAGCGACCTCGCTTTCGTTG
GTGTGTTGTCTGCGTTGTGTCTCTTGGCGATGCTGCTCACGCTGCTCCGCGCCCGCGCGGTGTACGTCGGGGCGTACGGGACGATGCATTTCATCTACAACCAGATTGCATGTCGTG
TGCTGCACTCGCCAGCCTCTTATTTCGACAGTCGCATCATCGCGCTCGTGACGCGCGTGCTGCGCGACGACGGCGAGGTTGCCGAGTACCGCGTTCTGTCCACGGCGGAGACACTG
CTGAGCTGCGGTGCGCAGGTGGTGCTGGTCGCACTGTGGAATGCTTTCGTGAACCCCGTTTTTATACTGCTGCTGCCGATGGCCGTGTCCATCTTCTACCACATCTCGCAGCGCCAC
GCGGTGGTGCTGCGCGAGGTGCGCCGGCTGGAGCTTGGCTCGGTGAATGGCATGACCAACATCCTGCGTGAGGTGTATGAGGGCGCACCCACGGTGCGCTGCATGGCTCTGCAGG
ACCGACTGCGCGAGGAATTCTGCCGTGCGCTGGATACGGCCAACACGGCCTCCATGGTGGCCTACCTGACGGATTGCTGGGTGGAGCTGCGACTGCATGTGCTCGCCACCCTCGC
CGTGTACATAGCTGCCACGGTCGGCGTCATCTTCACGTTCTCCTACTCACATCCAAGCTTCACGGCAGTGGCCGTGATCGCTTGCCTGCGGGCCGGACCGGTGCTGACGGTGATGT
GCCGCAGCCTCGGCGCCTTCACGGCGAAAGAGTGGATCTCGGTACAGCGGCTCATGAGCCTGTGGGGCGCGCCCCAGGAGCCGCTCACCCTCGTCGGCGAGGCGGACCTTTATAC
CTACAGCCACGTCCGTCGCAAGGCGACAGGGCCGTTTGTGCTGGAGGGTGGAGATGACGCCCCCTTGCTCAAGAATGTGAGGTCGCCGACGGCGTCGCCCATGATGGGGCAAGG
GGTTCGCTCCCGGCAGCGTGAGGCTCGCCAAGATGCGAAGGCGGAGCGGTGCCGTCTGCGCCACGAGCAACAGAACCGGCAGCGACTGCGACGACAGCAGCTGGGGCCGGLCGG
CGGTGAGGACGGCCCGGCTGAGTCGCATGCCCCCGCATCGCTCTCCGTATTCACCGATGACTCTTCGCCGTCCTCATCGTCCAGGGAGCGGAGGGCCACTGGTGCTCCAGGCGACT
CTTGCGCTACTACGCTTCCTCTGCTAGAGCTGATTAACGTCTCGGCGCGGTATCGCGCCACGCTGCCGTACGTCCTGCGCCACGTGAACCTGGCCGTCTTTCCAGGCGAGCGCCTTG
GTGTGGTGGGCCACGCCGGACAAGGTAAGAGATCCATCTTCAACGTGCTGCTACGCCTGGTGGACGTGATCGAAGGCGGCGGCGTCTTCGTGGACGGCGAGGACGCCGCGCGAA
TACCATACCCCATTCTTCGCAGCTGGTTTGGCCTTCTGTCACAGGAGCCACTTCTCGTGCAGGGGTCGTGGCGCAGCAACCTCCTCCTCGGCTACCATTTCGCTCACTGCATGCTGA
TGGACGGCGCCAACGGCGGCGCTGACCATCTTTTCCTACCAACCACGACGCTCGCCTGTCAGCAGCTGCAGGCAGACGCACGTCCAACATCGAGGGCCGCCGCGGLCGGTCACCGL
ACAGCTGGCAGCGGCGGCTGGGGAGCGCGAGCCTCTGCTGCAACGAGGCGCTACTGCTCACACTCGCGGTGGCACCGGGGCTGCTGCTGGACCAGAGGACAGCAGGGCATCTGT
CTCCGCGGCGGAGAACAGCTACGGTAGCACCGACAGTGCTCAGCCATACATGCAAGCCGGAGGCGGCGAACGCGCTCACGTGGGGTTTATGCACACCACAGCCGACTTTGCTTTC
AGAGACCAACGCCGCACCTCGGAGGATGGCGGTAGCCGTGGCGGTGACTGTGGCGTCGCCTCCATGGCGGGCGCAGCAGCTCGACGGCTCCGCGACAGCCTCACATCCTTCCAGC
GCTGCCTCAGACGCAGAAACAACAGCGACTACAACGAGCACATCCTGCCGGGGAGTGCCGGTGGAGGTGACGGACGTCGCCGCTGCCGCAGTAGCTGTGACACGGCCAGCAACG
AAAGCCATCCACACCACCTTCACGGGCATGCGGTTAAGGGGCTGCGGCAGCCTGTGGAGGACGCTGTGCTGTGGGAAGCGCTGCGGGCCGTTGGACTCGATGCTGCAGTGGAGTT
GAGCGGCGGCCTTGATGCCCCGCTCGTCGGCGACGACCTGGCTGAGACGGGCCTGACGGATTCGCAGTGCCGTCTTCTCTGCCTCGCGCGTGTGGTGCTGAGGAGGCCACCGATT
GTGCTCCTGGAAGACGCCGTTCACTCCGGCGCTGAGGCGCAGACGGACTTCGCCATTCACCGCGTCTTGGCGAATGAGCTGCGCGAGTCGACGGTGTTGATCATTGCCCACCGCAT
GTCCACTCTGCTAAACCTCTGCACGCGTGTCGTGGCGGTGCAGGGAGGGACGTTGATGCCTATCGCTGACCTGGGGCCAACACTAGCGTCAGCGGTCACGGCGGATGCTCCAGGG
GCAGGCGACGAGACTCGGTACGCGGCTGCCATGCGCCCGGCAACGGCGGTACTGGATCCGGTCGTGCTAAAGCAGCTCTCCCACCATCTAGAGTAG
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Sequéncia da proteina LINF_240020050: proteina de resisténcia a multiplas drogas. Em destaque, sequéncia de aminoacidos
gue compdem a proteina Lc24; Em destaque em laranja esta a sequéncia de residuos de aminoacidos escolhida como imunizante

para a vacina produzida (GD2102)

MLPSPNGPSSSYTWMSAHTVARGNRGCGEEFPLLPKPGSRASMCRLTQSAPRTESAVPAATTSSSNLFPHVAVSSLLVGDSLKGGGSTFGDGGSGSDGNGSAGGSSDANGGAGGGNGGL
AFGAAPASLSEFLRIFAYAVRLQSWASWLLAVVFHLFHLLLILSFWSSPILYRSTFFSQSMAKSLLEAQSVRQHRRGSDGCSNNGRTRLSAAAGKGPSGAEAAALLRSSESPAPVSVESVW
AIHDSVFFLEEGRAVMPTAIASSFSSLGGKNHHGGTTRSTSYAGRDVRDSDDADHSTGNDAIDSMSQGKPRGSPHTCILSHKPGGDAGRRGGAQKTVVSATAVSTLREATGAAAIGQSNQ
LRPTVSWDLCSKDEDRHRAAATSDGPGLLRWFGSPPVAPEHTLSQRKNLSHGLVALSQIIDAWAASPLYSSPLALALLYHLYGVACVILLLTVTDGMLTGHFSALRLCIALAELLWYIRHG
AHAFLIYCWMLVLSHWPHRTMCSADDAAFLQQGTPYAVVTKRRGQVSMFWFYRAALAVDGGAEGGGGHGGAGKLLVDEINLPYYLYDQVWYLKPLAEGIEVFYVCLLLLCLVKDFH
RVLDAVVGVRELMEPEGCVRCPLCGELMVLYEQRSLLRANSIYEPARGCISWSGWRMRWWWRWLRSPVQGSCSGHRVPTPPLPSPLWRWLLPARLGGGPLKTPLAVSATAGAPTDDG
DASLTPGMGDETTFTLAEILEDVEFYEQSAVRRSAAAPQDTTTEATAHLTQWLRAMPCAARSPIVRVQDGEHSRSRARNGGFSAEQDEENAAATAGALALGLSASSSSEECVSAGLVTVA
PAAAPATPDMGAATAPAHGALTAFAKAGPPNPSPTHLVASSIPASPTRRRHGRRSQGRLQRSLNSSQQSMTPRKRLQRRTRFTEEVLYWNRATRHVHHRCPRLYLDAQEATDDEDDDGS
DGGSASCECSSEASSATSSTAATPTSGSLTRPATTASARAHAVNPLTAVDYANFHQGVLHRSLSPRAGPGGRAAGTGRFYMPQLSAELDEPSRVQEKRLQQQSQQCTASHQGTSAADDST
HQRNDRIIGPDFSEAPSKLFAQGPPPQSAAKHIVERGLYDPNKAGEDEFRPGNAFQSYDRAGYLSRLTHSWLNPLLKFGLLEPTLLRQERFLPSLPEELLSLDNIAMPAWRLWVYRKVWFA
AYVAKPGELLIPGNEAMNRAEEELMSLAHLHEADRSESGEETESLDGRQTAVMLGHTSFKQAAKFRPQRPRRCWQESLLWALSAPVRCILVTLFYHVYIGTSRTVRRTRRRLARELLKDR
LSTAAENLYDPNGYQTVESSEAIEEATWALTEVASSCGSSAAAPSVGSALPTHMRRQLALSDVSLYYLFLEHRCGRRFLLVAAPLLLLSELLTVAVVPVLELLTMCLQRVDSDMVPHRRE
APSDQSSVTEALLCANLLGVLLLLQGVVHSAYVGQAQQAAMEARTCVCAVVLEKTLALPLAQRTFTEAEVVALATEEAMRVATCLRSLHLTWSCPLRVALLLLLLANYVGWVAAAVA
GAGSLLTVPLLRHSSREVRQRRHEARETAAPRIALLQRALRHIRKVKAMLLEGRLAHWLRKARATEASRAEAVAMAEGTAGMLAGGVECLLMVAALGAECVLSAKELRDMDVQVPAL
AIFVLLTMPLLEVPALFSVVARGFLAMKRIEAYLRQRPDEFAGTWVDLTSFTATQQQLRVENPGSTLLNYRRGSVVCRNSFFTWQHDLTEEPPSALLRDVDFCIRPGQLVVVQGSMGAGK
STLLLSILGEVNLFVSSGCSTNGSSTGYRSEKTLSVVSATEAAALAPVYTGGAPGAVGDGNRRDPGPAAAAACPPAFPTPPSNSISLADAAALGIFVASPMDSAEARRCVSAEQTLSAVPGA
DAAAAQRALAGIASTAAAAAAAAKTFMAAGGASPGGYARSEASKLSARSLADDRASVCSVTTKNASQLSPTGLEGDDSSTGGFLVFGSCAYCAEVPWLQNDTIRANIVPGGGPVLERW
YCAVLRACALSAEVTALPHGDATVIGERGELLSLSMRCRIAIARAVY SKSHVYLMDSVLSPLEPAIQEHIIREVFHRLLRKKTIVLASNVGLRSLRPHRVFSVVNGVAREDTDLYTAVSSLH
ARGDEDDEEALMQRQASDCGGTAADGDDGGLLKRDSSASQAMTPPLPALY AEEFEEPQEAAEAETLVKVFVDDPAVAATTVLFDGDAGFGPRDPRLLGELVDRLDAGISGDDVSLAGS
ALLAGAEGGFGNSAALRPRRSRSSCPRLPRRFKTGRSGAASGAETPPKEVPLPGTVTTNVASCQPSPYLKAPTAAPSHPAADPGAPLHGVNVDGTGCASDCSEQGSSASAGSGSNSTCSND
PCMSSHYAQLLRREPPLRRRHRLFLFIFLRFMGGQVTWVLLTALLQQGISLCVDIWTAAWLAVMAAHTTRSAVSATRAAVVGRSFSSRVAEQLYTWAAVSDLAFVGVLSALCLLAMLLT
LLRARAVYVGAYGTMHFIYNQIACRVLHSPASYFDSRIIALVTRVLRDDGEVAEYRVLSTAETLLSCGAQVVLVALWNAFVNPVFILLLPMAVSIFYHISQRHAVVLREVRRLELGSVNG
MTNILREVYEGAPTVRCMALQDRLREEFCRALDTANTASMVAYLTDCWVELRLHVLATLAVYIAATVGVIFTFSYSHPSFTAVAVIACLRAGPVLTVMCRSLGAFTAKEWISVQRLMSL
WGAPQEPLTLVGEADLYTYSHVRRKATGPFVLEGGDDAPLLKNVRSPTASPMMGQGVRSRQREARQDAKAERCRLRHEQQNRQRLRRQQLGPAGGEDGPAESHAPASLSVFTDDSSPS
SSSRERRATGAPGDSCATTLPLLELINVSARYRATLPYVLRHVNLAVFPGERLGVVGHAGQGKRSIFNVLLRLVDVIEGGGVFVDGEDAARIPYPILRSWFGLLSQEPLLVQGSWRSNLLL
GYHFAHCMLMDGANGGADHLFLPTTTLACQQLQADARPTSRAAAAVTAQLAAAAGEREPLLQRGATAHTRGGTGAAAGPEDSRASVSAAENSYGSTDSAQPYMQAGGGERAHVGFM
HTTADFAFRDQRRTSEDGGSRGGDCGVASMAGAAARRLRDSLTSFQRCLRRRNNSDYNEHILPGSAGGGDGRRRCRSSCDTASNESHPHHLHGHAVKGLRQPVEDAVLWEALRAVGL
DAAVELSGGLDAPLVGDDLAETGLTDSQCRLLCLARVVLRRPPIVLLEDAVHSGAEAQTDFAIHRVLANELRESTVLIIAHRMSTLLNLCTRVVAVQGGTLMPIADLGPTLASAVTADAPG
AGDETRYAAAMRPATAVLDPVVLKQLSHHLE
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Quadro 12. Peptideo GD2102 (HKPGGDAGRRGGAQKT) avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados
positivos (iguais ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligagdo do peptideo selecionado aos alelos
previstos para uma possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOAL1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0M02 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuagdoacima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
HKPGGDAGR 0,116 -0,02 -0,003 -0,198 0,273 -0,286 -0,155 -0,215 0,356 0,254 0,254 -0,854
KPGGDAGRR 0,085 -0,198 0,052 -10,383 -0,058 -0,28 -0,001 -0,251 0312 0,164 0,133 -0.322
PGGDAGRRG -0,559 -0,046 0,129 -10,182 -1,01 -0,296 -0,832 -0,104 -0,797 -0,323 -0,436 -0,432
GGDAGRRGG -0,2 -0,286 -0,164 -0,207 -1,149 -0,064 -0,31 -0,215 -0,797 -0,323 -0,084 -0,213
GDAGRRGGA -0,2 -0,228 -0,219 -0,16 -1,184 -0,126 -0,362 -0,291 -0,283 -0,292 -0,062 -0,259
DAGRRGGAQ -0,26 -0,335 -0,126 -0,252 9,991 0,046 0,366 0,003 0,007 -0,01 0,25 -0,685
AGRRGGAQK -0,192 -0,206 0,311 -0,109 -0,361 0,046 0,089 0,003 0,329 0,277 0,178 -0,281
GRRGGAQKT -0,243 -0,31 0,068 -0,13 0,227 -0,28 -0,332 -0,251 -0,101 -0,063 -0,023 0,029
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRE1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRE1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0,2

HKPGGDAGR 0,268 -0,395 -0,617 -0,522 -0,179 -0,454 -1,237 -0,154 0,124 -0,423 -0,425

KPGGDAGRR 0,348 0,015 -0,242 -0,112 -0,25 -0,023 -0,877 0,202 0,423 0,104 -0,445
PGGDAGRRG -0,721 -0,206 -0,755 -0,232 -0,798 0,712 -0,668 -0,559 -0,974 -0,311 -0,48

GGDAGRRGG -0,375 -0,182 -0,687 -0.375 -0,101 -0,714 -0,476 -0,638 -0,523 -0,569 -0,184
GDAGRRGGA -0,111 -0,328 -0,146 -0,305 -0,009 -0,195 -0,881 -0,545 -0,009 -0,556 -0,083
DAGRRGGAQ -0,448 -0,532 -0,281 -0,202 -0,595 -0,27 -0,756 -0,756 -0,566 -0,452 -0,483
AGRRGGAQK -0,045 -0,563 0,619 0,138 -0,446 0,257 -0,419 -0,606 -0,009 -0,151 -0,044
GRRGGAQKT -0,145 -0,193 -0,32 -0,087 -0,298 0,146 -0,904 -0,115 -0,148 -0,032 -0,015

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 13. Peptideo HSTGNDAIDSMSQGKP avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligagcdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/| DOA1*0102/| DQA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DREI* 0101
DPE1*0201 | DPB1*0401 | DPE1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*(402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3 03
fornecido nesta
linha.
HSTGNDAID 0,116 -0,092 -0,107 0,076 -0,519 -0,286 -0,155 -0,215 -0,017 -0,015 0,464 -0,466
STGNDAIDS -0,155 -0,69 -0,068 -0,158 -0,59 -0,009 0,068 -0,022 -0,122 -0,205 0,204 -0,083
TGNDAIDSM -0,004 -0,295 0,087 -0,186 -0,288 0,185 0,2 0,129 0,476 0,355 0,299 0,288
GNDAIDSMS -0,351 -0,215 -0,084 -0,351 -0,812 -0,224 -0,249 -0,139 -0,13 -0,189 0,043 -0,3292
NDAIDSMSQ -0,055 -0,16 -0,128 -0,305 -0,884 -0,049 0,178 0,099 0,145 0,119 0,154 -0,141
DAIDSMSQG -0,183 -0,235 -0,026 -0,211 -10.636 0,121 0,348 0,062 -0,205 -0,244 0,36 -0,218
AIDSMSQGK -0,194 -0,163 0,157 -0,191 0,212 -0,093 -0,112 -0,138 0,348 0,215 0,24 -0,159
IDSMSQGKP 0,173 -0,02 0,073 -0,121 -1,225 0,242 0,483 0,159 -0,168 -0,189 0,177 -0,152
DRBE1*0301 | DRB1*0401 | DRE1*0404 | DRB1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*(0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 04 0,5 0,7 032 0,2

HSTGNDAID 0,268 -0,295 -0,412 -0,31 0,142 -0,315 -0,999 -0,154 -0,037 -0,55 -0,037

STGNDAIDS 0,475 -0,218 -0,031 -0,268 -0,529 0,174 0,088 -0,021 0,058 -0,161 0,009

TGNDAIDSM 0,148 -0,116 0,068 0,137 -0,307 -0,417 -0,542 -0,755 -0,053 -0,333 0,293

GNDAIDSMS -0,321 -0,446 -0,804 -0,633 -0,125 -0,391 -0,715 -0,606 -0,434 -0,498 -0,101

NDAIDSMSQ 0,387 -0,083 0,055 -0,166 -0,325 0,937 -0,174 0,435 0,64 -0,075 -0,287

DAIDSMSQG -0,539 -0,253 -0,576 -0,279 -0,809 -0,105 -0,865 -0,272 -0,747 -0,043 -0,259

AIDSMSQGK 0,273 -0,296 0,287 0,208 -0,442 0,714 -0,078 0,016 0,114 0,26 -0,044

IDSMSQGKP 0,468 0,49 -0,066 -0,265 -0,086 -0,015 0,067 0,623 0,057 0,099 -0,351

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 14. Peptideo DSMSQGKPRGSPHTCI avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/| DQA1*0101/| DOA1*0102/ | DOAL1*0301/| DOAL*0M01/  DOA1*0501/| DOAL*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*(401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuagdoacima ou
igual ao limite 01 0 02 0 01 0,1 01 0.1 01 01 03 0.3
fornecido nesta
linha.
DSMSQGKPR -0,26 -0,35 -0,006 0,093 -9.097 -0,264 0,098 -0,23 0,558 0,266 0,426 -0,772
SMSQGKPRG -0,109 -0,131 0,224 -10.229 -0,492 0,311 0,309 0,11 -0,691 -0,915 -0,645 -0,008
MSQGKPRGS -0,704 -0,142 0,089 -0,261 -0,108 -0,682 -0,183 -0,436 -0,722 -0,268 0,293 -0,124
SQGKPRGSP -0,112 -0,117 0,076 -0,604 -0,172 0,3 0,238 0,207 -0,168 -0,189 0,067 -0,48
QGKPRGSPH 0,111 -0,178 0,277 0,074 0,339 -0,795 -0,398 -0,416 0,402 0,287 0,448 -0,507
GKPRGSPHT -0,276 -0,224 0,02 -0,363 -0,493 0,217 0,074 0,095 -0,521 -0,76 -0,839 -0,277
KPRGSPHTC -0,775 -0,198 0,099 -0,319 0,052 -0,682 -0,15 -0,436 -0,201 -0,327 0,083 -0,026
PRGSPHCI -0,439 -0,07 0,042 -0,254 0,144 0,057 -0,922 -0,24 0,127 0,038 -0,424 -0,636
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRE1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
04 03 03 02 03 0.3 04 0.5 0.7 03 02
DSMSQGKPR 0,209 -0,335 -0,715 -0,401 -0,612 -0,195 -0,438 -0,053 -0,061 -0,341 -0,769
SMSQGKPRG 0,237 -0,167 0,247 -0,227 -0,175 0,21 -0,213 0,555 0,449 0,03 -0,074
MSQGKPRGS -0,797 -0,177 -0,465 -0,218 0,058 -0,929 -0,898 -0,556 -0,845 -0,387 0,202
SQGKPRGSP -0,224 -0,081 -0,799 -0,919 -0,519 -0,711 -0,736 -0,97 0,347 -0,922 -0,672
QGKPRGSPH -1,053 -0,694 -0,366 -0,033 -0,341 -0,719 -0,486 -1,212 -0,929 -0,81 -0,221
GKPRGSPHT 0,221 -0,393 0,38 -0,029 0,011 0,356 -0,021 0,39 0,357 0,195 -0,015
KPRGSPHTC -0,831 -0,324 -0,374 -0,295 0,102 -0,3269 -0,849 -0,415 0,775 -0,52 0,212
PRGSPHCI -0,156 -0,48 -0,504 -0,258 -0,204 -0,214 -0,239 -0,206 -0,453 -0,35 -0,399

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

80



Quadro 15. Peptideo RSTSYAGRDVRDSDDA avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/| DQA1*0101/| DOA1*0102/ | DOAL1*0301/| DOAL*0401/  DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI* 0101
DPB1*0201 | DPB1*(401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os fichdrios tem
pontuacdoacima ou
igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 03 03
fornecido nesta
linha.
RSTSYAGRD 0,087 -0,209 0,1 -10,22 -0,221 -0,109 -0,005 -0,174 -0,061 -0,105 0,392 -0,223
STSYAGRDV -0,186 -0,69 -10.081 0,118 -1,033 0,194 0,446 0,452 -0,542 -0,164 0,098 0,172
TSYAGRDVR -0,011 -0,305 0,21 -0,139 0,419 -0,064 -0,095 -0,215 0,545 0,399 0,462 -0,534
SYAGRDVRD -0,263 -0,016 0,221 -9.783 0,179 -0,28b -0,16 -0,215 -0,098 -0,001 -0,373 -0,656
YAGRDVRDS 0,502 0,037 0,14 -0,164 -0,891 0,362 -0,113 0,199 0,722 -0,268 0,522 0,331
AGRDVRDSD -0,118 -0,206 0,088 -0,421 -0,59 0,013 -0,106 -0,088 0,172 0,13 0,302 -0,494
GRDVRDSDD -0,351 -0,31 -0,247 -0,087 -0,358 -0,169 -0,198 -0,016 0,068 -0,003 -0,049 -0,515
RDVRDSDDA 0,054 -0,141 -0,17 0,047 -0,889 0,217 0,278 0,095 -0,05 -0,057 0,399 -0,283
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRE1*0404 | DRB1*0405 | DRB1*0701 | DRBE1*0802 | DRE1*0901 | DRE11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRBE1*1501
0,4 0,3 03 0,2 0,3 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2

RSTSYAGRD 0,214 -0,207 -0,467 -0,061 -0,142 0,124 -0,021 0,116 -0,195 -0,095 -0,415

STSYAGRDV -0,669 -0,229 -0,654 -0,12 -0,543 -0,617 -0,2 -0,921 -0,508 -0,382 -0,039

TSYAGRDVR 0,186 -0,109 -0,689 -0,382 -0,249 -0,727 -0,895 -0,578 -0,056 -0,512 -0,468
SYAGRDVRD 0,077 -0,626 -0,545 -0,541 -0,028 -0,326 -1,169 -0,193 -0,119 -0,781 -0,196
YAGRDVRDS -0,324 0,275 -0,016 0,492 -0,154 -0,651 -0,198 -0,049 -0,437 0,625 0,295
AGRDVRDSD -0,048 -0,449 -0,362 -0,343 -0,818 -0,878 -1,218 -0,984 -0,566 -0,856 -0,193
GRDVRDSDD -0,535 -0,395 -0,94 -0,507 -0,324 -0,387 -0,651 -0,525 -0,618 -0,556 -0,306
RDVRDSDDA -0,331 -0,346 -0,359 -0,065 -0,509 -0,113 -0,85 -0,443 -0,561 0,257 -0,192

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 16. Peptideo GRDVRDSDDADHSTGN avaliado em servidor EpiDOCK server para identificagdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligagdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/| DQA1*0101/| DOA1*0102/ | DOAL1*0301/| DOAL*0M01/  DOA1*0501/| DOAL*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*(401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuagdoacima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
GRDYRDSDD -0,351 -0,31 -0,247 -0,087 -0,358 -0,169 -0,198 -0,016 0,068 -0,003 -0,049 -0,515
RDVRDSDDA 0,054 -0,141 -0,17 0,047 -0,889 0,217 0,278 0,095 -0,05 -0,057 0,299 -0,283
DVRDSDDAD -0,337 -0,247 -0,077 -0,069 -10.637 -0,147 0,232 -0,012 0,172 0,13 0,293 -0,909
VRDSDDADH -0,093 -0,158 0,106 -0,072 -0,518 -0,115 0,091 -0,138 0,317 0,275 0,066 -0,453
RDSDDADHS 0,087 -0,141 -0,077 0,061 -0,945 -0,141 0,047 -0,048 -0,026 -0,056 0,299 -0,068
DSDDDHST -0,337 -0,35 -0,125 -0,36 -9.883 -0,147 0,232 -0,012 -0,219 -0,327 0,169 -0,618
SDDADHSTG -0,066 -0,088 -0,111 -0,243 -1,674 -0,052 -0,228 -0,241 -0,205 -0,244 0,225 -0,247
DDADHSTGN -0,262 -0,282 -10.321 0,001 -20.674 -0,125 0,216 -0,012 0,028 0,034 0,226 -0,515
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRE1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2
GRDVRDSDD -0,535 -0,395 -0,964 -0,507 -0,324 -0,387 -0,651 -0,525 -0,618 -0,556 -0,306
RDVRDSDDA -0,331 -0,346 -0,359 -0,065 -0,509 -0,113 -0,85 -0,443 -0,561 0,257 -0,192
DVRDSDDAD -0,341 -0,682 -1,012 -0,576 -0,787 -0,865 -1,403 -0,94 -0,859 -0,812 -0,381
VRDSDDADH 0,545 -0,271 0,268 -0,028 0,484 0,015 0,112 0,106 0,115 -0,098 0,083
RDSDDADHS -0,06 -0,167 -0,482 -0,187 -0,612 -0,147 -0,713 -0,298 -0,496 0,021 -0,21
DSDDDHST -0,556 -0,682 -0,845 -0,555 -0,698 -0,34 -0,907 -0,629 -0,696 -0,623 -0,09
SDDADHSTG -0,146 -0,327 -0,712 -0,52 -0,117 -0,277 -0,71 -0,466 -0,249 -0,416 -0,074
DDADHSTGN 0,191 -0,225 -0,365 -0,146 -1,09 -0,06 -0,514 0,005 -0,196 -0,151 -0,385

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 17. Peptideo KPGGDAGRRGGAQKTYV avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligagéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
KPGGDAGRR 0,085 -0,198 0,052 -10.383 -0,058 -0,28 -0,001 -0,251 0,312 0,164 0,183 -0,322
PGGDAGRRG -0,559 -0,046 0,129 -10.182 -1,01 -0,296 -0,832 -0,104 -0,797 -0,323 -0,486 -0,432
GGDAGRRGG -0,2 -0,286 -0,164 -0,207 -1,149 -0,064 -0,31 -0,215 -0,797 -0,323 -0,084 -0,213
GDAGRRGGA -0,2 -0,228 -0,219 -0,16 -1,184 -0,126 -0,362 -0,291 -0,283 -0,292 -0,062 -0,259
DAGRRGGAQ -0,26 -0,335 -0,126 -0,252 -9.991 0,046 0,366 0,003 0,007 -0,01 0,25 -0,685
AGRRGGAQK -0,192 -0,206 0,311 -0,109 -0,361 0,046 0,089 0,003 0,329 0,277 0,178 -0,281
GRRGGAQKT -0,243 -0,31 0,068 -0,13 0,227 -0,28 -0,332 -0,251 -0,101 -0,063 -0,023 0,029
RRGGAQKTV 0,134 -0,223 -10.078 -0,291 0,552 -0,129 -0,048 -0,332 0,167 0,015 0,293 -0,124
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0,2

KPGGDAGRR 0,348 0,015 -0,242 -0,112 -0,25 -0,023 -0,877 0,202 0,423 0,104 -0,445

PGGDAGRRG -0,721 -0,206 -0,755 -0,232 -0,798 -0,712 -0,668 -0,559 -0,974 -0,311 -0,48

GGDAGRRGG -0,375 -0,182 -0,687 -0,375 -0,101 -0,714 -0,476 -0,638 -0,523 -0,569 -0,184

GDAGRRGGA -0,111 -0,328 -0,146 -0,305 -0,009 -0,195 -0,881 -0,545 -0,069 -0,556 -0,083
DAGRRGGAQ -0,448 -0,532 -0,281 -0,202 -0,595 -0,27 -0,756 -0,756 -0,566 -0,452 -0,483
AGRRGGAQK -0,045 -0,563 0,619 0,138 -0,446 0,257 -0,419 -0,606 -0,069 -0,151 -0,044

GRRGGAQKT -0,145 -0,193 -0,32 -0,087 -0,298 0,146 -0,904 -0,115 -0,148 -0,032 -0,015

RRGGAQKTV 0,023 -0,096 -0,341 0,023 0,077 0,402 -0,778 0,306 0,021 0,028 -0,258

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 18. Peptideo TCILSHKPGGDAGRRG avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais

ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
TCILSHKPG 0,035 -0,253 0,157 -0,216 -0,258 -0,055 -0,081 -0,04 -0,088 -0,144 0,421 0,086
CILSHKPGG 0,034 -0,196 -0,033 -0,283 -0,854 0,137 0,164 -0,124 -0,691 -0,915 -0,585 -0,203
ILSHKPGGD -0,734 -0,045 0,062 -0,224 -0,085 -0,256 0,359 0,069 -0,061 -0,105 0,188 -0,191
LSHKPGGDA 0,121 -0,083 0,171 -0,372 -0,233 -0,009 0,357 0,191 -0,283 -0,292 0,241 0,629
SHKPGGDAG -0,186 -0,082 0,164 0,184 -0,374 -0,795 -0,554 -0,416 -0,101 -0,111 0,078 -0,474
HKPGGDAGR 0,116 -0,02 -0,003 -0,198 0,273 -0,286 -0,155 -0,215 0,356 0,254 0,254 -0,354
KPGGDAGRR 0,085 -0,198 0,052 -10.383 -0,058 -0,28 -0,001 -0,251 0312 0,164 0,183 -0322
PGGDAGRRG -0,559 -0,046 0,129 -10.182 -1,01 -0,296 -0,832 -0,104 -0,797 -0,323 -0,486 -0,432
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0,2
TCILSHKPG 0,238 -0,055 -0,317 -0,413 -0,656 -0,115 -0,142 0,134 0,384 -0,242 0,042
CILSHKPGG 0,728 -0,043 0,536 -0,029 0,523 0,599 0,612 1,055 0,519 0,203 -0,015
ILSHKPGGD -0,564 0,136 0,1 -0,022 -0,01 -0,85 -0,077 -0,601 0,728 -0,307 0,125
LSHKPGGDA 0,147 0,466 0,42 0211 0,337 0,16 0,433 -0,251 0,523 0,361 0,327
SHKPGGDAG -0,775 -0,718 -0,324 -0,286 -0,29 -0,901 -0,618 -1,268 -0,965 -0,889 -0,074
HKPGGDAGR 0,268 -0,395 -0,617 -0,522 -0,179 -0,454 -1,237 -0,154 0,124 -0,433 -0,425
KPGGDAGRR 0,348 0,015 -0,243 -0,112 -0,25 -0,023 -0,877 0,202 0,423 0,104 -0,445
PGGDAGRRG -0,721 -0,206 -0,755 -0,232 -0,798 -0,712 -0,668 -0,559 -0,974 -0,311 -0,48

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 19. Peptideo GGAQKTVVSATAVSTL avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
GGAQKTYYS -0,264 -0,286 -0,02 0,027 0,288 0,152 0,045 0,15 -0,296 -0,187 0,082 0,165
GAQKTVYSA -0,213 -0,281 -0,054 -0,306 -0,343 0,307 0,218 0,387 -0,32 -0,188 0,126 0,406
AQKTWVSAT -0,131 -0,177 0,168 0,237 -0,241 0,105 0,023 0,102 -0,035 -0,089 0,082 0,1
QKTVVSATA 0,109 -0,116 0,117 -0,163 -0,35 -0,147 0,083 -0,016 -0,239 -0,202 0,242 0,216
KTVVATAV 0,085 -0,647 -10.053 0,194 -0,207 -0,163 0,102 -0,052 0,017 -0,057 0,503 0,452
TVVSATAYS -0,075 -0,202 0,166 -0,093 -0,588 -0,022 0,065 -0,084 -0,215 -0,201 0,285 0,163
VVSATAVST 0,015 -0,041 0,192 -0,068 0,043 -0,218 -0,011 -0,175 -0,201 -0,087 0,267 0,423
VSATAVSTL 0,045 -0,144 0,265 0,005 -0,304 0,105 0,211 0,102 0,22 0,171 0,292 0,519
DRBE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRE1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRBE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0,2
GGAQKTVVS 0,015 -0,058 0,199 -0,112 -0,487 -0,001 -0,444 0,128 0,009 -0,038 -0,101
GAQKTVYSA -0,023 0,139 0,19 -0,116 0,087 0,403 0,201 -0,112 0,253 0,127 -0,083
AQKTVVSAT -0,293 -0,312 -0,106 -0,133 -0,484 0,113 -0,147 -0,386 0,012 -0,093 0,098
QKTVVSATA 0,329 0,052 0,073 -0,122 0,087 0,883 0,336 0,502 0,164 032 -0,075
KIVVATAV 0,341 0,212 0,114 0,134 0,011 0,417 0,414 0,44 031 0,209 0,1
TVVSATAVS 0,705 -0,059 0,205 -0,039 0,025 0,399 0,195 0,311 0,169 0,11 0,125
VVSATAVST 0,744 0,235 0,662 0,295 0,772 0,537 0,619 0,819 0,627 0,408 0,207
VSATAVSTL -0,084 0,17 0,454 0,522 0,175 0,323 0,521 0,09 0,351 0,572 0,54

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

85



Quadro 20. Peptideo DLCSKDEDRHRAAATS avaliado em servidor EpiDOCK server para identificagdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
DLCSKDEDR -0,337 -0,307 -0,162 -0,191 -8,783 -0,115 0,18 -0,138 0,443 0,272 0,229 -1,247
LCSKDEDRH 0,065 -0,021 0,326 -9.974 -0,209 0,279 0,481 0,128 0,506 0,42 0,285 0,621
CSKDEDRHR -0,12 -0,249 0,075 0,162 -1,103 -0,147 0,065 -0,012 -0,151 0,187 0,109 -1,121
SKDEDRHRA -0,112 -0,081 0,164 -10.139 -0,429 0,153 0,043 0,016 -0,338 -0,428 -0,025 -0,058
KDEDRHRAA 0,174 -0,045 -0,202 0,132 -0,68 0,025 0,085 -0,114 -0,746 -0,269 0,125 -0,126
DEDRHRAA -0,186 -0,224 -0,126 0,041 -10.177 0,355 0,387 0,019 -0,239 -0,202 0,088 -0,573
EDRHRAAAT -0,112 -9.935 -0,297 -0,001 -10.743 0,146 0,462 0,254 -0,12 -0,101 0,309 0,144
DRHRAAATS -0,229 -0,3264 0,002 -0,333 -10.408 0,201 0,417 0,059 -0,215 -0,201 0,053 -0,371
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRB1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2

DLCSKDEDR 0,035 -0,722 -1,306 -0,788 -0,65 -0,784 -0,99% -0,795 -0,615 -0,62 -0,769

LCSKDEDRH -0,029 0,235 0,171 0,239 0,29 0,276 0,017 -0,178 0,19 0,624 0,171

CSKDEDRHR -0,432 -0,449 -1,092 -0,555 -1,076 -1,262 -1,287 -0,694 -0,606 -0,462 -0,525

SKDEDRHRA -0,593 -0,165 -0,437 -0,339 -0,874 -0,338 -0,585 -0,888 0,757 -0,712 0,027

KDEDRHRAA -0,287 -0,252 -0,537 -0,208 -0,583 -0,721 -0,775 -0,476 -0,494 -0,157 0,166

DEDRHRAA -0,304 -0,655 -0,252 -0,374 -0,515 -0,456 -0,742 -0,867 -0,536 -0,554 -0,158
EDRHRAAAT 0,114 0,133 -0,071 -0,004 -0,06 0,212 0,194 -0,05 -0,07 0,252 -0,016
DRHRAAATS -0,094 -0,52 -0,182 -0,303 -0,584 0,047 -0,571 -0,328 -0,382 -0,028 -0,176

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 21. Peptideo GQSNQLRPTVSWDLCS avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacao de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRB1*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 03 0,3
tornecido nesta
linha.
GASNQALRPT -0,19 -0,257 0,008 0,068 -0,887 0,166 0,034 0,073 -0,627 -0,168 -0,239 -0,421
QSNQLRPTY 0,185 -0,188 -9,9 -0,358 -0,501 0,219 0,253 0,02 -0,436 -0,756 -0,336 -0,047
SNQLRPTYS -1,015 -0,175 0,159 -0,3268 0,057 -0,623 -0,215 -0,159 -0,163 -0,161 0,227 0,049
NQLRPTVSW -0,043 -0,189 0,008 0,001 0,282 0,288 0,397 0,149 0,346 0,582 0,074 -0,411
QLRPTVSWD 0,172 -0,145 0,26 -0,018 -0,561 -0,479 -0,256 -0,22 0,068 -0,003 0,352 -0,512
LRPTVSWDL 0,119 -0,097 0,186 -0,013 0,009 -0,04 0,147 -0,002 -0,64 -0,696 -0,85 0,428
RPTVSWDLC 0,023 -0,294 0,074 -0,049 -0,176 -0,358 -0,843 -0,875 0,087 0,044 0,318 0,165
PTVSWDLCS -0,636 -0,59 0,048 -0,03 0,25 -0,115 -0,802 -0,138 -0,262 -0,126 -0,432 -0,774
DRB1*0301 | DRE1*(401 | DRB1*0404 | DRBE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRBE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2

GASNALRPT -0,963 -0,426 -0,735 -0,329 -0,7 -1,156 -0,72 -1,298 -1,148 -0,973 -0,015

QSNQLRPTV 0,063 0,325 0,03 0,219 -0,052 -0,461 0,278 0,108 0,319 0,635 0,141

SNQLRPTVS 0,556 -0,265 0,471 0,617 -1,056 0,627 0,175 0,48 0,461 0,661 0,009

NQLRPTVSW 0,011 0,432 0,033 0,116 0,216 -0,124 0,25 0,182 0,18 0,107 0,25

QLRPTVSWD 0,99 0,628 0,582 -0,064 0,55 0,882 0,621 -1,053 1,06 0,839 0,298

LRPTVSWDL 0,939 0,185 1.228 0,537 0,732 1161 1.184 1.221 1398 0,827 0,628

RPTVSWDLC -0,157 0,059 -0,393 -0,099 0,096 0,203 -0,492 -0,142 -0,288 0,074 -0,146

PTVSWDLCS 0,308 -0,633 -0,39% -0,613 0,149 -0,108 -0,206 -0,132 -0,491 -0,457 -0,397

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 22. Peptideo HRAAATSDGPGLLRWEF avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacédo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DQA1*0301/| DQAL1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DREI*0101
DPB1*0201 | DPE1*0401 | DPB1*0402 | DPE1*0101 | DPB1*0501 | DOB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacdoacima ou
igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1 03 03
tornecido nesta
lin ha.
HRAAATSDG 0,203 -0,106 -0,098 0,161 -0,307 -0,131 -0,075 -0,085 -0,205 -0,244 0,256 0,339
RAAATSDGP 0,054 -0,194 0,106 -0,033 0,354 -0,202 -0,061 -0,139 0,065 0,046 0,55 -0,613
AAATSDGPG -0,269 -0,201 0,185 -0,069 -1,053 -0,062 -0,037 -0,002 -0,334 -0,346 0,171 -0,606
AATSDGPGL -0,192 -0,201 0,147 -0,471 -0,82 -0,264 -0,179 -0.23 -0,266 -0.5 -0,566 0,293
ATSDGPGLL -1,021 -0,75 0,19 -0,057 -0,604 -0.543 -0,225 -0,233 0,091 0,069 0,132 -0,111
TSDGPGLLR -0,085 -0,305 0,121 -0,141 0,8 -0,435 -0,168 -0,307 0,309 0,329 0,206 -0,468
SDGPGLRW -0,102 -0,088 0,018 -10.283 -0,626 -0,465 -0,396 -0,265 0,38 0,643 0,035 -0,99
DGPGLRWF -0,176 -0,34 0,177 0,06 -10.495 -0,105 0,133 -0,156 0,203 0,567 0,077 -0,228
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRE1*0404 | DRB1*0405 | DRB1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRBE1*1501
0,4 0,3 03 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 02
HRAAATSDG 0,204 0,272 -0,155 0,079 0,114 0,063 0,12 0,105 0,101 0,155 0,085
RAAATSDGP 0,142 0,058 -0,949 0,645 -0,255 0,244 0,83 0,091 0,632 032 0,891
AAATSDGPG -0,281 -0,765 -0,289 -0,739 -0,392 -0,173 -0,373 -0,65 -0,084 -0,587 -0,071
AATSDGPGL 0,671 -0,366 0,714 -0,026 0,555 0,527 0,668 0,329 0,689 -0,117 0,331
ATSDGPGLL -0,6b4 -0,663 0,04 -0,363 -0,393 -0,349 -0,52 -0,961 -0,656 -0,6b7 0,331
TSDGPGLLR 0,782 -0,132 -0,121 -0,259 -0,126 -0,168 -0,915 0,125 0,385 -0,278 -0,468
SDGPGLRW -0,585 -0,948 -0,167 -0,411 0,296 -1,227 -0,15 -1,354 -0,702 -1,247 -0,261
DGPGLRWE -0,994 -0,504 -0,579 -0,115 0,244 -0,701 -0,962 -1 112 -0,485 -0,523 0,081

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 23. Peptideo STLREATGAAAIGQSN avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou
maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/| DOA1*0101/| DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI* 0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1 03 03
fornecido nesta
linha.

STREATG -0,155 -0,69 0,057 0,006 -0,734 0,201 02 0,059 -0,187 -0,162 0,354 -0,173
TLREATGAA -0,075 -0,262 0,192 -0,196 -0,567 0,085 0,206 0,146 -0,28 -0,292 0,127 0,317
LREATGAAA 0,121 -0,097 0,066 0,126 -0,406 -0373 -0,05 -0,231 -0,239 -0,202 0,025 0,396
REATGAAAI 0,087 -0,083 0,132 0,289 0,188 -0,056 0,055 -0,038 0,075 -0,002 0,212 -0,042
EATGAAAIG -0,112 -9.988 -0,238 0,076 -10.617 -0,28 -0,002 -0,251 -0,29 -0,256 0,46 -0,141

ATGAAAIGQO -0,161 -0,75 0,03 -0,299 -0,149 -0,218 -0,199 -0,175 0,144 0,076 0,209 -0,156
TGAAAIGQS 0,004 -0,295 0,169 0,014 0,733 0,109 0,077 0,002 0,259 0,291 0,223 0,34
GAAAIGQSN 0,274 0,281 -10.104 0,041 -10.183 0373 0,331 0,231 0,005 0,032 0,225 0,126
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRE1*0404 | DRB1*0405 | DRB1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRE11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRBE1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 0,3 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2

STREATG -0,057 -0,485 -0,057 -0,204 -0,846 -0,147 -0,61 -0,417 -0,153 0,02 0,027
TLREATGAA -0,042 0,199 0,173 0,025 -0,608 0,166 -0,191 -0,359 -0,188 -0,078 0,142
LREATGAAA 0,725 0,334 0,517 0,211 0,63 0,284 0,482 0,421 0,448 0,187 0,327
REATGAAAI 0,027 -0,219 -0,218 0,015 -0,015 0,465 0,405 0,204 0,108 0,077 -0,212
EATGAAAIG 0,313 -0,11 -0,13 -0,157 0,129 0,343 -0,543 0,258 0,1 -0,005 -0,185
ATGAAAIGQ 0,662 -0,147 0,226 -0,221 0,194 0,449 0,111 0,268 0,34 -0,249 -0,295
TGAAAIGAS 0,338 0,051 0,011 -0,136 0,159 -0,083 -0,065 -0,316 0,214 -0,382 0,125
GAAAIGOSN -0,144 -0,059 -0,554 -0,147 -0,401 -0,253 -0,363 -0,262 -0,449 -0,431 -0,31
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Quadro 24. Peptideo LLRWFAGSPPVAPEHT avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacédo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuagdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacéo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

90



Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
LLRWFAGSP 0,152 -0,04 0,304 -0,548 -0,041 0,36 0,628 0,395 -0,168 -0,189 0,082 -0,126
LRWFAGSPP 0,121 -0,097 0,375 0,217 0,163 0,166 0,569 0,584 -0,039 -0,087 0,084 0,135
RWFAGSPPY 0,054 -0,021 -9.826 -0,234 0,242 -0,202 -0,061 -0,139 -0,436 -0,756 -1,344 0,02
WFAGSPPVA -0,509 -0,079 0,45 -0,355 -0,17 -0,682 -1,032 -0,436 -0,64 -0,861 -0,749 0,388
FAGSPPVAP -0,495 0,064 0,26 0,002 0,918 -0,511 -0,476 -0,359 -0,205 -0,085 0,583 -0,457
AGSPPYAPE -0,131 -0,206 0,084 0,062 -0,875 -0,479 -0,472 -0,22 0,103 0,118 0,178 -0,641
GSPVYAPEH -0,243 -0,296 -0,01 -0,435 -0,386 -0,64 -0,644 -0,36 -0,084 -0,381 -0,629 -0,61
SPPVAPEHT -1,015 -0,241 0,124 -0,013 -0,369 -0,565 -0,237 -0,237 -0,033 -0,083 0,153 -0,015
DRE1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRE1*0901 | DRE11101 | DRE1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0,2

LLRWFAGSP 0,223 0,721 -0,158 -0,357 -0,881 -0,381 -0,069 0,091 0,104 0,071 -0,372
LRWFAGSPP -0,124 0,682 -0,499 -0,369 -0,504 -0,762 -0,322 -0,003 -0,081 0,045 -0,372
RWFAGSPPY 0,585 0,058 0,063 0,031 0,721 0,707 0,565 0,971 0,623 0,171 -0,258
WFAGSPPVA 0,228 0,355 0,188 0378 1.335 -0,183 0,397 0,843 0,378 0,158 0,567

FAGSPPVAP 0,315 0,162 -0,028 -0,334 0,418 -0,865 0,161 0,485 -0,555 -0,459 -0,078
AGSPPVAPE -0,431 -0,718 0,224 -0,05 -0,235 -0,423 -0,229 -0,788 -0,73 -1,01 -0,273

GSPVAPEH -0,303 -0,672 0,383 -0,011 0,327 -0,012 0,309 -0,107 -0,082 -0,553 -0,239

SPPVAPEHT -0,658 -0,379 -0,69 -0,47 0,002 -0,316 -0,235 -0,85 -0,975 -0,597 0,095

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Quadro 25. Peptideo PVAPEHTLSQRKNLSH avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligagcdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.
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Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRBI*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 01 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
PVAPEHTLS -0,439 0,047 0,201 0,168 -0,639 -0,474 -1,357 -0,426 -0,163 -0,161 -0,219 -1,026
VAPEHTLSQ -0,006 -0,129 0,249 -0,391 0,422 0,086 0,26 0,146 0,004 0,155 0,183 0,05
APEHTLSQR -0,108 -0,301 0,052 0,003 -0,131 0,321 0,32 0,349 0,441 0,266 0,049 -0,809
PEHTLSQRK -0,561 0,07 0,421 -10.173 0,359 -0,04 -0,758 -0,002 0,348 0,215 -0,39 -0,454
EHTLSQRKN -0,065 -9.929 -10.191 -0,039 -20.854 -0,07 0,203 -0,055 -0,531 -0,073 -0,084 0,021
HTLSORKNL 0,267 -0,626 0,057 0333 0,274 0,045 -0,093 -0,214 0,337 0,271 0,522 0,297
TLSORKNLS -0,008 -0,262 0,17 -0,274 0,339 0,311 0,383 0,11 0,021 -0,077 0,271 0,176
LSQRKNLSH 0,2 -0,083 0,212 -0,46 1.023 0,356 0,414 0,094 0,27 0,35 0,161 -0,38
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRE1*0405 | DRE1*0701 | DRE1*0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2

PVAPEHTLS -1,156 -0,898 -0,49% -0,46 -0,534 -0,824 -0,577 -1,056 -1,222 -0,882 -0,397

VAPEHTLSQ 0,65 0,508 0,85 0383 -0,038 0,257 0,158 0,255 -0,063 0,041 -0,086

APEHTLSQR -0,846 -0,292 -0,828 -0,662 -1,077 -1,376 -1,238 -1,432 -0,828 -0,847 -0,581

PEHTLSQRK -0,538 -0,188 -0,088 0,328 -0,526 0,811 0,141 0,043 -0,183 0,428 -0,453

EHTLSQRKN -0.21 0,251 -0,818 -0,002 -0,99 -0,405 -0,133 0,18 -0,261 0,037 -0,311

HTLSQRKNL 0,482 -0,192 0,137 0,148 0,372 0,107 0,305 -0,079 0,36 -0,112 0,487

TLSORKNLS 0,041 -0,06 -0,111 -0,114 -0,736 -0,099 -0,804 -0,214 -0,172 0,195 0,125

LSQRKNLSH 0,486 -0,434 0,383 0,006 0,205 -0,089 -0,345 -0,015 0,041 0,158 0,171

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Quadro 26. Peptideo IDAWAASPLYSSPLAL avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou
maiores que 0s pré estabelecidos na pontuagdo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
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possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/| DAP1*0201/ | DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOA1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRB1*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOQB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacgdo acima ou
igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 03 0,3
fornecido nesta
linha.
IDAWAASPL 0,126 -0,02 0,127 0,111 -1,044 0,36 0,723 0,395 0,22 0,171 0,287 0,895
DAWAASPLY -0,262 -0,335 -10.001 -0,015 -10.042 -0,202 0,093 -0,139 0,253 0,085 -0,487 -0,204
AWAASPLYS -1,021 -0,028 0,243 -0,117 -0,071 -0,62 -0,348 -0,36 -0,262 -0,126 -0,89 -0,21
WAASPLYSS 0,404 0,123 0,375 0,001 0,258 0,066 -0,653 -0,079 -1,013 -0,789 0,006 0372
AASPLYSSP -0,021 -0,201 0,156 -0,142 -0,21 -1,313 -1L112 -0,963 -0,039 -0,087 0,281 -1,961
ASPLYSSPL -0,194 -0,216 0,281 -0,122 -0,23 -0,205 -0,111 0,062 0,22 0,171 0,3 0,618
SPLYSSPLA -0,188 -0,241 0,091 -0,116 -0,897 0,365 0,512 0,544 -0,64 -0,861 -0,703 0,161
PLYSSPLAL -1,388 -0,013 0,255 0,155 -0,136 -0,511 -0,982 -0,359 0,088 0,234 -0,533 -0,334
DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRB1*0404 | DRB1*0405 | DRBE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 0,3 0,2
IDAWAASPL -0,001 0,763 0,361 0,521 -0,352 0,16 0,493 -0,041 0,571 0,815 0,649
DAWAASPLY 0,619 -0,058 0,591 0,134 0,834 1067 0,797 0,855 1,08 0,564 -0,294
AWAASPLYS 0,053 -0,49 0,029 0,683 0,245 0,2 -0,268 0,423 0,543 0,794 0,012
WAASPLYSS 0,584 0,401 0,014 0,421 1.104 0,21 0,871 0,738 0,087 0,102 0,549
AASPLYSSP 1,728 1,65 1,624 1,728 -0,941 1,914 2.046 1,824 2.153 1,97 0,669
ASPLYSSPL 0,111 0,076 0,118 0,044 0,711 0,384 0,116 0,101 0,527 0,332 0,331
SPLYSSPLA 0,329 -0,159 0,321 -0,146 0,061 0,576 0,574 0,349 0,634 0,094 0,027
PLYSSPLAL -0,272 -0,583 -0,065 -0,243 0,487 -0,041 0,203 -0,328 -0,834 -0,472 -0,078

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Quadro 27. Peptideo VTDGMLTGHFSALRLC avaliado em servidor EpiDOCK server para identificagdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais
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ou maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligacdo as moléculas de MHC de classe II.

Sequéncia DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/ | DPA1*0201/| DAP1*0201/| DOA1*0101/ | DOA1*0102/ | DOA1*0301/| DOAL1*0401/| DOA1*0501/| DOA1*0501/ DRB1*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPBE1*0402 | DPE1*0101 | DPBE1*0501 | DOB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOBE1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301
Os ficharios tem
pontuacdoacima ou
igual ao limite 0,1 0 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0.1 0,1 0.1 03 0.3
tornecido nesta
linha.
VTDGMLTGH 0,068 -0,678 0,126 -0,247 -0,209 -0,105 0,044 -0,156 0,369 0,315 0,351 -0,284
TDGMTGHF -0,075 -0,237 0,054 -0,348 -1,148 0,179 0,301 0,33 0,666 0,544 0,116 0,794
DGMLTGHFS -0,26 -0,34 -0,073 -0,069 -10.16 -0,376 0,1 -0,03 -0,314 -0,427 0,106 0,223
GMLTGHFSA -0,154 -0,271 -0,017 -0,367 0,001 0,11 -0,238 -0,104 -0,905 -0,648 -0,541 -0,426
MLTGHFSAL 0,107 -0,099 0,194 0,091 0,011 -0,565 -0.28 -0,503 0,22 0,171 0372 0,09
LTGHFSALR 0,119 -0,617 0,132 -0,144 0,252 0,162 0,428 0,29 0,356 0,254 0,234 -0,323
TGHFSAIRL -0,054 -0,295 0,356 -10,29 -0,299 0,321 0,554 0,64 0,088 0,234 0,143 1036
GHFSALRLC -0,19 -0,222 0,1 0,171 -0,978 0,066 -0,102 -0,079 -0,609 -0,168 -0,404 -0,352
DRBE1*0301 | DRE1*(401 | DRB1*0404 | DRBE1*0405 | DRE1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*(0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501
0,4 0,3 03 0,2 03 0,3 0,4 0,5 0,7 03 0.2

VTDGMLTGH -0,126 -0,053 0,345 0,129 0,17 -0,541 -0,774 -0,411 -0,107 -0,495 0,082

TDGMTGHF 0,271 0,2 0,528 0,391 0,532 0,795 0,812 0,188 0,86 0,625 0,382

DGMLTGHFS 0,336 0,037 -0,519 -0,315 -0,966 0,006 0,014 0,008 0,186 0,221 0,176
GMLTGHFSA 0,154 0,512 -0,035 -0,416 0,354 0,582 0,456 0,355 0,141 0242 0,083
MLTGHFSAL -0,298 0,004 0,146 0,283 0,414 -0,086 -0.811 -0,207 -0,064 0,124 0,621

LTGHFSALR 0,606 0,501 0,157 0,131 -0,291 -0,016 0,048 0,416 0,404 0,646 -0,284

TGHFSALRL 0,672 0,374 0,537 0,159 0,344 0,658 0,613 0,403 0,909 0,704 0,444

GHFSALRLC -0,695 -0,496 -0,715 -0,39 -0,228 -1,021 -0,538 -0,968 -0,968 0,771 -0,037

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 28. Peptideo CVILLLTVTDGMLTG avaliado em servidor EpiDOCK server para identificacdo de ligantes de alelos de HLA. Resultados positivos (iguais ou
maiores que os pré estabelecidos na pontuacéo de cada alelo — quadrados em amarelo) significa uma provavel ligacdo do peptideo selecionado aos alelos previstos para uma
possivel ligagdo as moléculas de MHC de classe II.

DPA1*0103/ | DPA1*0103/| DPA1*0103/| DPA1*0201/ | DAP1*0201/| DOA1*0101/| DOA1* 0102/ | DOAL1*0301/| DQAL*0401/| DQAL*0501/ | DOAL*0501/

DRB1*0101
DPB1*0201 | DPB1*0401 | DPB1*0402 | DPB1*0101 | DPB1*0501 | DOB1*0501 | DOB1*0602 | DOB1*0302 | DOB1*0402 | DOB1*0201 | DOB1*0301

Sequéncia

Os fichariostem
pontuacdo acima ou

igual ao limite 0,1 0 02 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0.1 0,3 0,3
fornecido nesta
linha.
CVILLLTVT 0,041 -0,146 0,057 -0,443 -0,795 -0,046 0,091 0,121 0,068 -0,061 0,313 0,156
VILLLTVTD -0,006 -0,091 0,15 0,084 -0,262 -0,134 0,121 0,116 0,098 -0,001 0,233 0,418
ILLLTYTDG 0,156 -0,045 0,086 0,147 -0,406 -0,06 0,26 0,166 -0,238 -0,216 0,215 0,61
LLLTVTDGM 0,131 0,04 0,209 -0,028 0,087 0,031 0,191 0,052 0,476 0,355 0,258 0,415
LLTVTDGML 0,044 -0,04 0,235 -0,466 -0,531 -0,169 0,083 -0,016 0,091 0,069 0,082 0,304
LTYTDGMLT 0,121 -0,617 0,201 -0,101 -0,009 -0,211 0,081 -0,004 -0,026 -0,062 0,252 0,272
TVTDGMTG -0,008 -0,202 0,109 -0,258 -0,011 0,121 0,205 0,062 -0,337 -0,181 0,154 0,063

DRB1*0301 | DRE1*0401 | DRBE1*0404 | DRB1*0405 | DRB1*0701 | DRB1*0802 | DRB1*0901 | DRB11101 | DRB1*1201 | DRB1*1302 | DRB1*1501

0,4 0,3 0,3 0,2 03 0,3 04 0,5 0,7 0,3 0,2
CVILLLTVT 0,216 0,04 -0,014 -0,165 -0,697 -0,696 0,001 -0,404 0,014 -0,587 0,154
VILLLTVTD 0,608 0,622 0,563 0,39 0,272 0,11 0,5 0,962 0,594 0,274 0,016
ILLLTVTDG 0,578 0,607 0,482 0,249 0,545 -0,053 0,563 0,623 0,683 0,384 0,247
LLLTVTDGM 0,203 0,249 0,546 0,55 0,31 0,357 0,436 0,151 0,418 0,581 0,477
LLTVTDGML 0,12 -0,002 0,249 0,08 0,677 0,333 0,431 0,042 0,345 0,209 0,628
LTVTDGMLT 0,479 0,115 0,655 0,294 0,25 0,312 0,771 0,368 0,663 0,241 0,395
TVIDGMTG 0,603 0,111 0,288 0,137 -0,257 0,262 -0,307 0,349 -0,088 0,099 0,042

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Quadro 29. Pesagem de camundongos Balb/c e Swiss dos Grupos 1, 2, 3 e 4 nos dias 0 (inicio da imunizagdo), 7, 14 (Gltima

imunizacdo dos camundongos swiss) e 21 (Ultima imunizacdo dos camundongos Balb/c). Total de peso por grupos de cada uma

das pesagens para avaliacdo de citotoxicidade do imunizante administrado.

Balb/c - - Peso (g)' - Swiss - Pes'o (e) -
Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia0 Dia7 Dia 14
Camundongo 1 28 27 28 30 Camundongo 1 25 27 28
Camundongo 2 26 27 27 33 Camundongo 2 40 42 42
61 Camundongo 3 25 27 28 28 G1 Camundongo 3 35 38 39
Camundongo 4 27 29 29 30 Camundongo 4 42 48 47
Camundongo 5 26 26 28 30 Camundongo 5 30 33 32
Total G1 132 136 140 151 Total G1 172 188 188
Camundongo 1 27 31 31 30 Camundongo 1 40 43 42
Camundongo 2 24 30 28 31 Camundongo 2 38 38 37
G2 Camundongo 3 27 30 27 30 G2 Camundongo 3 34 38 36
Camundongo 4 28 30 26 31 Camundongo 4 33 34 35
Camundongo 5 27 29 28 29 Total G2 145 153 150
Total G2 133 150 140 151
Camundongo 1 27 31 31 31 Camundongo 1 55 58 57
Camundongo 2 28 27 28 28 Camundongo 2 44 44 46
G3 Camundongo 3 27 26 27 31 G3 Camundongo 3 45 48 48
Camundongo 4 30 30 26 32 Camundongo 4 47 48 49
Camundongo 5 31 28 29 30 Camundongo 5 56 57 55
Total G3 143 142 141 152 Total G3 247 255 255
Camundongo 1 27 31 29 28 Camundongo 1 44 47 49
Camundongo 2 26 28 28 29 Camundongo 2 43 45 44
Ga Camundongo 3 26 26 29 29 Ga Camundongo 3 48 50 49
Camundongo 4 30 26 30 30 Camundongo 4 44 46 47
Camundongo 5 27 27 28 29 Camundongo 5 35 38 38
Total G4 136 138 144 145 Total G4 214 226 227

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 15. Resposta de anticorpos IgG contra GD2102 (A) e GD2202 (B) de L. infantum. Cada grupo de camundongo Swiss
(n=5) recebeu duas doses da formulagéo vacinal via subcutanea, com intervalo de 14 dias entre a primeira e a segunda dose. Quatro
dias apds a terceira dose, 0 sangue dos animais foi coletado para a obtencéo do soro e determinagéo do titulo de anticorpo 1gG por
meio de ELISA indireto. Para esse ensaio, as placas de Elisa Nunc MaxiSorp™ foram sensibilizadas usando solugéo-tampéo
carbonato de sédio (0,1 mol.L-1, pH 9,5) contendo o peptideo GD2202 (20 pg.mL-1). O resultado representa os valores de
absorbéncia de anticorpos conjugados com HRP (Abcam) e diluicdo de 1:100 do pool de soro de camundongos. Grupos: G1 -PBS
(100 pL); G2 - GD2202 com PBS (100 pg/mL); G3 - peptideo (100 ug) + adjuvante Montanide™ Gel 01 (10% da solugéo) + PBS;
G4 - peptideo (1 mg) encapsulado em lipossomas. A significancia estatistica foi determinada por ANOVA usando o teste de

comparac8es multiplas de Tukey com intervalo de confianca de 95%.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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