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1. INTRODUGAO

Enterite necrotica (ENA) é uma doenca aviaria de extrema importancia
econOmica causada pela bactéria Clostridium perfringens que afeta principalmente
animais jovens a qual ainda n&do existem vacinas disponiveis. A bactéria produz
toxinas no trato gastrointestinal das aves, resultando em lesdes graves no intestino e
sintomas prejudiciais para o rebanho, podendo haver a perda significativa do
rebanho e consequentemente uma perda econdémica para os produtores. Uma das
formas de controle da doencga é o uso de antibidticos, porém ha preocupagdes em
relacdo ao uso de tal pratica, principalmente ao que se refere ao aumento da
resisténcia a antibidticos em patéogenos humanos (WILDE S, et al., 2019). Sendo
assim, a vacinagdo dos animais € uma otima alternativa a pratica dos antibioticos.
Para o controle da doenca e desenvolvimento de vacinas, € necessaria a
compreensao dos antigenos que conferem patogenicidade ao C. perfringens (YUAN,
B., etal., 2022).

No contexto de desenvolvimento de vacinas, os adjuvantes desempenham
um papel crucial ao potencializar a resposta imune. Tais componentes sao
indispensaveis para a formulagao de uma vacina, pois desencadeiam uma resposta
intensa, rapida e duradoura (SOUZA et al., 2013). Alguns estudos tém demonstrado
o poder adjuvante de lectinas (REYNA-MARGARITA et al., 2019). Estas proteinas
sdo 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 eficacia da
vacina (GUPTA et al., 2011). Um exemplo de tais lectinas é a ricina B do organismo
Ricinus communis, a qual demonstra eficiente inducdo de respostas sistémicas e
mucosas, podendo ser utilizada como ajudante e carreadora de antigenos para a
mucosa, sendo que sua ligagao a carboidratos € a galactose/N-acetilgalactosamina
(MEDINA-BOLIVAR F et al., 2003).

Para a construcao destas proteinas fusionadas, ferramentas de bioinformatica
tém sido utilizadas para o desenho racional de novos alvos vacinais e esta estratégia
pode ser usada para C. perfringens, aumentando o potencial antigénico das
proteinas e assim colaborando significativamente para o desenvolvimento eficaz de
uma vacina contra a doencga.

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

2. METODOLOGIA

2.1 Analise in silico das sequéncias e estruturas das lectinas
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A fim de visualizar e analisar as estruturas das proteinas que fazem parte da
construcdo quimérica, as sequéncias 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 precisdo projetado para
prever a estrutura de proteinas. Ele utiliza arquiteturas de rede neural avangadas e
procedimentos de treinamento que levam em consideragao as restricbes evolutivas,
fisicas e geométricas associadas as estruturas das proteinas (JUMPER et al., 2021).

2.2 Analise das propriedades fisico quimicas

Foi utilizado o webserver ProtParam para calcular varios parametros fisicos e
quimicos destas proteinas, como peso molecular, pl tedrico, composi¢cao de
aminoacidos, composi¢ao atbmica, coeficiente de extingdo, dentre outros, a fim de
comparar essas quimeras em relagdo a sua constituigdo bioldgica. Além disso, foi
utilizado o webserver Protein-Sol para a avaliacdo da solubilidade das proteinas.

2.3 Predicao de antigenos protetores

Os modelos foram aplicados em um servidor chamado Vaxiden, que foi
desenvolvido para prever antigenos protetores. O Vaxijen possibilita a classificagao
de antigenos unicamente com base nas caracteristicas fisico-quimicas das
proteinas, sem a necessidade de utilizar o alinhamento de sequéncias. O servidor é
capaz de lidar tanto com proteinas individuais quanto com proteomas inteiros
enviados em formato fasta (DOYTCHINOVA; FLOR, 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, foram realizadas analises in silico dos trés antigenos
selecionados de ENA fusionados com a lectina escolhida para a avaliagdo dos
parametros. Na analise de parametros fisico-quimicos, foi possivel observar que as
construgbes A1_Lec tém propensdao a ser insoluvel, enquanto as construgdes
A2 Lec e A3 _Lec tem propensdo a serem soluveis utilizando o sistema de
expressao de Escherichia coli. Parametros como massa molecular, ponto isoelétrico,
indice alifatico e indice 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 pontuacdo pLDDT (Teste de
Diferenca de Distancia Local Predita), uma métrica de confiabilidade que avalia as
diferengcas nas distancias locais entre todos os atomos em um modelo. Essa
pontuacao varia de 0 a 100, sendo que modelos que apresentam pontuagéo préxima
de 100 , foram modelados com alta precisdo. E possivel observar nas tabelas 1, 2 e
3 que as estruturas A1_Lec, A2_Lec e A3_Lec foram modeladas com alta precisao
de confiangca, apresentando uma pontuacdo pLDDT 80.8, 919 e 884,
respectivamente. A previsdo da estrutura 3D das quimeras nos permite entender
melhor como funciona sua atividade bioldégica e também a possivel interagdo da
lectina com receptores celulares glicoconjugados. Algumas dessas lectinas sao
capazes de induzir citocinas Th1 apds interagdo com receptores glicosilados em
macrofagos e/ou células dendriticas, como os receptores Toll-like tipo 2 e 4 (TLR2 e
TLR4) (SOUZA et al., 2013).

No que diz respeito a avaliacdo do potencial protetor das quimeras, de acordo
com os resultados fornecidos pelo Vaxijen, as trés construgdes foram identificadas
como alvos potenciais com probabilidades significativas de serem antigenos. As
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pontuacdes 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 pontuagdes abaixo desse limite indicam uma baixa probabilidade de
serem consideradas provaveis antigenos, enquanto pontuag¢des acima desse limite
indicam uma alta probabilidade de serem provaveis antigenos.

Massa | Ponto | N°de | indice | indice | Solubili| VaxiJe | pLDDT

Molecu | Isoelétr | aminoa | alifatic de dade n
lar(kDa ico cidos o] estabili
) dade
A1 Lec| 34.8 6.55 322 70.90 16.97 0.369 | 0.5752 | 80.8
(insolu
vel)

A2 Lec| 46.7 5.72 446 85.36 | 27.88 | 0.452 | 0.4659 [ 91.9
(soluve

1)

A3_Lec| 30.5 6.51 282 65.35 | 12.46 | 0.497 | 0.5885 | 884
(soluve

1)

Tabela 1. Parametros referentes as construgdes A1_Lec, A2 Lec e A3_Lec.

Figura 1. Predicao estrutural referente as construgcées A) A1_Lec, B) A2 Lece C)
A3_Lec, respectivamente.

4. CONCLUSOES

Pode-se afirmar, portanto, que as trés construgcbes, apds a avaliacdo dos
parametros fisico-quimicos, obtiveram possivel potencial adjuvante para o
desenvolvimento de vacinas contra ENA. Sendo assim, tais expectativas serao
confirmadas somente quando as proteinas forem produzidas in vitro.
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