4 10 SIIEPE
)‘" BRI EGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO

A' UFPEL 2024

SELEGAO DE POTENCIAIS PEPTIDEOS PARA DIAGNOSTICO DE BABESIOSE
CANINA POR IMUNOINFORMATICA

WILLIAN CARDOSO FERREIRA!; KAUE RODRIGUEZ MARTINS?, FABIO RAPHAEL
PASCOTI BRUHN?, RODRIGO CASQUERO CUNHA?%

" Universidade Federal de Pelotas — willian.cardoso@ufpel.edu.br
2 Universidade Federal de Pelotas — kauerodriguez@gmail.com
3 Universidade Federal de Pelotas — fabio_rpb@yahoo.com.br

“ Universidade Federal de Pelotas — rodrigo.cunha@ufpel.edu.br

1. INTRODUGAO

A babesiose canina, uma doenga parasitaria transmitida por carrapatos
Rhipicephalus sanguineus, € uma das patologias que mais afetam cées no Brasil,
particularmente em regides tropicais e subtropicais, ainda que em expansao para
novas areas do territério nacional (De Vargas e Bastos et al., 2024, Silveira et al.,
2015). A patologia é causada por protozoarios intraeritrocitarios do género Babesia,
como B. canis (canis e vogeli) e B. gibsoni, parasitando eritrécitos e destruindo
células sanguineas, levando a uma série de manifestagdes clinicas (Dantas-Torres,
2008). A infeccdo ocorre quando o carrapato infectado fixa-se e inicia a alimentagéo
no hospedeiro, transmitindo esporozoitos através da saliva que invadem a corrente
sanguinea e se alojam nos eritrécitos, onde se multiplicam. Esse processo causa a
lise dos eritrocitos do hospedeiro, resultando em sintomas como febre, perda de
apetite, ictericia, taquicardia e hemoglobinuria (Taylor et al., 2010). O quadro clinico
do hospedeiro pode se tornar cronico, porém em casos graves, complicagbées como
insuficiéncia renal, hepatopatia e coagulagédo intravascular disseminada ja foram
relatadas (De Araujo, 2022).

Os sintomas da babesiose canina podem variar de acordo com o estagio da
doenga, que pode ser aguda, cronica ou subclinica. Na fase aguda, a infecgao se
manifesta de forma mais evidente, com sinais como febre alta, ictericia e
taquicardia. Ja na forma crbnica, os sintomas podem ser menos pronunciados, mas
0 parasita continua presente no organismo, ainda que numa menor concentragao,
alojado em 6rgaos como o bago e o figado (O'Dwyer e Massard, 2002). Em muitos
casos, a doenga permanece subclinica, ou seja, os caes infectados nao apresentam
sintomas evidentes, mas continuam a ser reservatorios do parasita, 0 que pode
dificultar o diagnostico. Também é possivel a coinfecgdo com outros hemoparasitas,
como Anaplasma spp., Ehrlichia spp. e Leishmania spp, 0 que agrava ainda mais o
quadro clinico, tornando o manejo da babesiose um desafio (De Araujo, 2022).

Portanto, o controle da infestagdo por carrapatos € uma estratégia essencial
para a prevencao da babesiose e outras parasitoses causadas por este vetor (Taylor
et al., 2010). Além disso, a detecgédo precoce da infeccdo é fundamental para o
tratamento eficaz, mas os métodos diagndsticos disponiveis atualmente ainda
apresentam limitagdes, como alta complexidade, custo elevado ou sensibilidade



4 10 SIIEPE
)‘ BRI EGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO

" UEREL 2024

insuficiente, o que pode resultar em diagndsticos incorretos e tratamento
inadequado.

Nesse contexto, busca-se desenvolver novas metodologias diagndsticas para
babesiose canina, utilizando as ferramentas da imunoinformatica. Entre as
aplicagbes mais promissoras da bioinformatica estda a imunoinformatica, que
combina a biologia molecular com a busca por antigenos e componentes
imunogénicos. Essa abordagem é essencial para o desenvolvimento e inovagdo em
novos testes diagndsticos mais precisos.

A imunoinformatica oferece uma abordagem inovadora para a identificagéo
de antigenos-chave, que podem ser explorados tanto para o diagndstico quanto
para o desenvolvimento de vacinas e tratamentos. O desenvolvimento in silico da
investigacdo pode revolucionar o manejo de doengas parasitarias como a
babesiose, permitindo um diagndstico mais rapido e preciso, além de abrir caminho
para novas terapias.

A proposta € identificar peptideos imunogénicos com potencial para serem
utilizados em testes de imunodiagndstico mais precisos (Munteanu, 2019). Esses
peptideos, selecionados por meio de uma abordagem in silico, serao testados para
verificar sua capacidade de melhorar a sensibilidade e a especificidade dos
diagndsticos, evitando a ocorréncia de falsos positivos ou negativos.

O projeto também prevé a coleta de amostras de carrapatos portadores e a
analise do DNA de Babesia spp. em diferentes fases do ciclo biolégico do parasita.
Através do sequenciamento gendmico dessas amostras, pretende-se verificar se os
peptideos selecionados a partir da imunoinformatica sdo realmente expressos nas
cepas de Babesia spp. circulantes nos animais infectados em nossa regido. Dessa
forma, espera-se que os resultados obtidos possam contribuir para o
desenvolvimento de novas ferramentas diagndsticas e terapéuticas, melhorando o
controle da babesiose canina.

2. METODOLOGIA

Sera criado um banco de dados relacional com sequéncias de nucleotideos
do National Center for Biotechnology Information (NCBI), avaliando suas
caracteristicas para a predicao de epitopos de células B. Para elucidar as interacdes
proteina-proteina, sera utilizado um algoritmo com redes de interagdo baseadas em
babesia, levando a sua visualizagdo em software especifico. Peptideos serado
confrontados com proteinas de parasitas como Leishmania major € Trypanossoma
cruzi via BLASTp, eliminando proteinas com mais de 60% de similaridade a bovinos
e equinos a fim de reduzir a possibilidade de reatividade cruzada. A atracagem
molecular sera realizada usando o servidor especifico, seguido de dinamica
molecular com GROMACS para simulagao e analise da estabilidade dos complexos
peptideo-proteina. Amostras de carrapatos portadores das cepas de babesias
caninas e serao processadas para deteccio do parasito via PCR e sequenciamento,
com o objetivo de verificar se os peptideos selecionados in silico sao sintetizados
nas cepas presentes, visando um futuro teste diagndstico.
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3. AVALIAGAO INICIAL E RESULTADOS ESPERADOS

Sabe-se que a Babesia vogeli é hoje altamente detectada no Brasil e a mais
prevalente dentre as cepas em nosso territorio, causando quadros moderados e
mantendo a parasitemia persistente na comunidade (De Oliveira et. al., 2023). Caso
avaliarmos as proteinas desta cepa com utilizando o BLAST do NCBI e as
sequéncias de proteinas obtidas na plataforma UniProt, pode-se selecionar aquelas
com similaridade superior a 75% em cepas de Babesia canis e Babesia gibsoni
conforme Tabela 1, ou seja, as sequéncias-alvo que serao tratadas in silico poderao
ser avaliados como alvos para o diagnostico de babesiose canina de modo geral.

Tabela 1: Avaliagao de similaridade de proteinas de B. vogeli em B. canis e B. gibsoni por BLAST no

NCBI.
Proteinas de Babesia vogeli Similaridad_e com B. Similaris:lade com B.
canis gibsoni
Nong;:’r:—:ttrada Nome da Proteina cf\z;g;e Ide?ti((!;:de cfvﬁﬁﬁe Ide?tic(!;de
Cytochrome c oxidase subunit 1
WB8CJVO_9APIC  [(Fragment) 100% 93,38% 97% |88,24-89,04%
Cytochrome c oxidase subunit 1

AOA1B3P5G9_9APIC |(Fragment) 100% 81,95% 97-100% (79,23-79,70%
AOA5CONSN3_9APIC |Cytochrome b (Fragment) 99% 84,03% 89-97% |79,27-73,46%

WB8CJI8_9APIC Cytochrome b (Fragment) 100% 84,30% 80-100% |78,37-82,87%

BOWZAOQO_9APIC |T-complex protein 1 subunit eta 98% 83,85% -- --

W8CJTO_9APIC Cytochrome c oxidase subunit 3 95% 87,25% 81-95% |[75,49-78,92%
AOA2Z5FN31_9APIC [Heat shock protein 70 (Fragment) 100% 100% 100% |87,97-97,74%
AOA2Z5FN46_9APIC [Heat shock protein 70 (Fragment) 100% 98,46% 100% |93,85-96,15%
AOA2Z5FN57 9APIC [Heat shock protein 70 (Fragment) 100% 100% 100% |[94,78-97,39%
AOA2Z5FNF1_9APIC |Heat shock protein 70 (Fragment) 100% 99,15% 100% |95,73-96,58%
AO0A5J6XZ17_9APIC |Heat shock 70 kDa protein (Fragment) 100% 96,46% 100% [91,32-95,18%

A5HFU9 9APIC Heat shock 70 kDa protein 94% 95,11% 88-94% |[89,49-95,62%

QOWY91_9APIC |Heat shock 70 kDa protein 94% 95,43% 88-94% (89,83/95,97%

QOWY92_9APIC |Heat shock 70 kDa protein (Fragment) 94% 95,43% 88-94% [89,83/95,80%

Vale destacar que na plataforma Uniprot encontram-se depositadas 15
proteinas de Babesia vogeli, 58 proteinas de Babesia canis e 3.802 proteinas de
Babesia gibsoni que, devido ao amplo volume de dados, € necessario trata-los com
a utilizacao de softwares da bioinformatica.

O resultado primario sera a identificagcdo de peptideos que apresentam alto
potencial para uso em testes de imunodiagndstico. Isso sera alcangado por meio da



xd

~ 10° SIIEPE

il LNFEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUAGCAO

A' UFPEL 2024

anadlise das sequéncias de proteinas existentes e da aplicacido de técnicas de
ancoragem molecular.

Ao desenvolver novos testes imunodiagndsticos com base nos peptideos
identificados, o projeto visa melhorar a confiabilidade e o desempenho do
diagndstico da babesiose canina, levando a um melhor manejo da doenga

As descobertas contribuirdo para o campo da saude unica, fornecendo novas
ferramentas para a detecgao precoce e o tratamento da babesiose, melhorando a
saude e bem-estar animal, além de evitar erros diagndsticos que apontam a falsos
positivos de zoonoses, como a leishmaniose.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

O projeto também estabelecera as bases para estudos futuros em
imunoinformatica e suas aplicagcdes em outras doencas infecciosas, promovendo
novos avangos no diagndstico veterinario
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