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1. INTRODUÇÃO

Enterite necrótica (ENA) é uma doença aviária de extrema importância
econômica causada pela bactéria Clostridium perfringens que afeta principalmente
animais jovens a qual ainda não existem vacinas disponíveis. A bactéria produz
toxinas no trato gastrointestinal das aves, resultando em lesões graves no intestino e
sintomas prejudiciais para o rebanho, podendo haver a perda significativa do
rebanho e consequentemente uma perda econômica para os produtores. Uma das
formas de controle da doença é o uso de antibióticos, porém há preocupações em
relação ao uso de tal prática, principalmente ao que se refere ao aumento da
resistência a antibióticos em patógenos humanos (WILDE S, et al., 2019). Sendo
assim, a vacinação dos animais é uma ótima alternativa à prática dos antibióticos.
Para o controle da doença e desenvolvimento de vacinas, é necessária a
compreensão dos antígenos que conferem patogenicidade ao C. perfringens (YUAN,
B., et al., 2022).

No contexto de desenvolvimento de vacinas, os adjuvantes desempenham
um papel crucial ao potencializar a resposta imune. Tais componentes são
indispensáveis para a formulação de uma vacina, pois desencadeiam uma resposta
intensa, rápida e duradoura (SOUZA et al., 2013). Alguns estudos têm demonstrado
o poder adjuvante de lectinas (REYNA-MARGARITA et al., 2019). Estas proteínas
são capazes de se ligar a glicoconjugados da membrana celular e desencadear uma
resposta imune protetora. Por sua capacidade de interagir com estes glicanos nas
células, podem ser utilizadas em estudos de drug delivery, aumentando a eficácia da
vacina (GUPTA et al., 2011). Um exemplo de tais lectinas é a ricina B do organismo
Ricinus communis, a qual demonstra eficiente indução de respostas sistêmicas e
mucosas, podendo ser utilizada como ajudante e carreadora de antígenos para a
mucosa, sendo que sua ligação a carboidratos é a galactose/N-acetilgalactosamina
(MEDINA-BOLIVAR F et al., 2003).

Para a construção destas proteínas fusionadas, ferramentas de bioinformática
têm sido utilizadas para o desenho racional de novos alvos vacinais e esta estratégia
pode ser usada para C. perfringens, aumentando o potencial antigênico das
proteínas e assim colaborando significativamente para o desenvolvimento eficaz de
uma vacina contra a doença.

O seguinte trabalho tem, portanto, o objetivo de fusionar uma lectina potencial
com um antígeno de ENA através de técnicas in silico para prospecção de
moléculas com potencial adjuvante.

2. METODOLOGIA

2.1 Análise in silico das sequências e estruturas das lectinas
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A fim de visualizar e analisar as estruturas das proteínas que fazem parte da
construção quimérica, as sequências foram submetidas a uma modelagem
estrutural no webserver AlphaFold Colab e posteriormente avaliadas visualmente no
software PyMol. O AlphaFold é um servidor web de alta precisão projetado para
prever a estrutura de proteínas. Ele utiliza arquiteturas de rede neural avançadas e
procedimentos de treinamento que levam em consideração as restrições evolutivas,
físicas e geométricas associadas às estruturas das proteínas (JUMPER et al., 2021).

2.2 Análise das propriedades físico químicas
Foi utilizado o webserver ProtParam para calcular vários parâmetros físicos e

químicos destas proteínas, como peso molecular, pI teórico, composição de
aminoácidos, composição atômica, coeficiente de extinção, dentre outros, a fim de
comparar essas quimeras em relação a sua constituição biológica. Além disso, foi
utilizado o webserver Protein-Sol para a avaliação da solubilidade das proteínas.

2.3 Predição de antígenos protetores
Os modelos foram aplicados em um servidor chamado VaxiJen, que foi

desenvolvido para prever antígenos protetores. O Vaxijen possibilita a classificação
de antígenos unicamente com base nas características físico-químicas das
proteínas, sem a necessidade de utilizar o alinhamento de sequências. O servidor é
capaz de lidar tanto com proteínas individuais quanto com proteomas inteiros
enviados em formato fasta (DOYTCHINOVA; FLOR, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Até o momento, foram realizadas análises in silico dos três antígenos
selecionados de ENA fusionados com a lectina escolhida para a avaliação dos
parâmetros. Na análise de parâmetros físico-químicos, foi possível observar que as
construções A1_Lec têm propensão a ser insolúvel, enquanto as construções
A2_Lec e A3_Lec tem propensão a serem solúveis utilizando o sistema de
expressão de Escherichia coli. Parâmetros como massa molecular, ponto isoelétrico,
índice alifático e índice de estabilidade também foram avaliados (Tabelas 1, 2 e 3)

A modelagem computacional das quimeras foi realizada usando o servidor
AlphaFold Colab, o qual gerou cinco estruturas para cada quimera (Figuras 1, 2 e 3).
Essas estruturas foram classificadas com base na pontuação pLDDT (Teste de
Diferença de Distância Local Predita), uma métrica de confiabilidade que avalia as
diferenças nas distâncias locais entre todos os átomos em um modelo. Essa
pontuação varia de 0 a 100, sendo que modelos que apresentam pontuação próxima
de 100 , foram modelados com alta precisão. É possível observar nas tabelas 1, 2 e
3 que as estruturas A1_Lec, A2_Lec e A3_Lec foram modeladas com alta precisão
de confiança, apresentando uma pontuação pLDDT 80.8, 91.9 e 88.4,
respectivamente. A previsão da estrutura 3D das quimeras nos permite entender
melhor como funciona sua atividade biológica e também a possível interação da
lectina com receptores celulares glicoconjugados. Algumas dessas lectinas são
capazes de induzir citocinas Th1 após interação com receptores glicosilados em
macrófagos e/ou células dendríticas, como os receptores Toll-like tipo 2 e 4 (TLR2 e
TLR4) (SOUZA et al., 2013).

No que diz respeito à avaliação do potencial protetor das quimeras, de acordo
com os resultados fornecidos pelo Vaxijen, as três construções foram identificadas
como alvos potenciais com probabilidades significativas de serem antígenos. As



pontuações foram de 0,5752 para A1_Lec, 0,4659 para A2_Lec e 0,5885 para
A3_Lec. O servidor utilizou um limite (threshold) de 0,4 como critério, onde
moléculas com pontuações abaixo desse limite indicam uma baixa probabilidade de
serem consideradas prováveis antígenos, enquanto pontuações acima desse limite
indicam uma alta probabilidade de serem prováveis antígenos.
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Tabela 1. Parâmetros referentes às construções A1_Lec, A2_Lec e A3_Lec.

Figura 1. Predição estrutural referente às construções A) A1_Lec, B) A2_Lec e C)
A3_Lec, respectivamente.

4. CONCLUSÕES

Pode-se afirmar, portanto, que as três construções, após a avaliação dos
parâmetros físico-químicos, obtiveram possível potencial adjuvante para o
desenvolvimento de vacinas contra ENA. Sendo assim, tais expectativas serão
confirmadas somente quando as proteínas forem produzidas in vitro.
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