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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas vacinas ou medicamentos para o combate a
doengas veterinarias que causam grandes perdas econbmicas vem utilizando
estratégias de bioinformatica. Essas estratégias tém ganhado espago no
desenvolvimento de vacinas multidominios e multi-epitopos. Uma dessas doencgas
€ causada pela Clostridium perfringens, uma bactéria responsavel pela enterite
necrotica (ENA). Essa doenga ocorre quando ha um desequilibrio na microbiota
intestinal do animal, levando a morte do animal em poucos dias apds contrair a
doenca (CASAGRANDE,2012). A ENA é uma doenga clinica que afeta frangos de
corte jovens com 2 a 6 semanas de vida, devido o aumento da proibi¢do do uso
de antibidticos sua ocorréncia tem aumentado e se tornado cada vez mais
frequente, gerando uma mortalidade de 50% dos animais infectados pela doenca
(Kyung-Woo Lee e Hyun S. Lillehoj, 2022).

Para combater essa doenca sem o uso de antibiéticos vem sendo utilizado
a técnica de vacinologia reversa (VR) que busca analisar o genoma do
microrganismo em uma tentativa de encontrar possiveis alvos vacinais, utilizando
diversas ferramentas de bioinformatica para a predicao de epitopos, porém isso
requer uma determinagdo do grau de conservagado entre os genomas dos
microrganismos selecionados para a analises; um meio de realizar isso é atraves
da construcdo e analise de um pangenoma, utilizada primeiramente por Tettelin e
colaboradores em 2005 (TETTELIN et all.,2005).

Com base no que foi dito, o objetivo desse trabalho foi a analise do
pangenoma da Clostridium perfringens para prospectar alvos vacinais utilizando
ferramentas de bioinformatica para o desenvolvimento de uma vacina contra a
ENA.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi dividido nas seguintes etapas: 1°- constru¢do do pangenoma
com genomas de C. perfringens obtidos de isolados de animais
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comprovadamente com a doenca; 2°- realizacdo das analises utilizando
ferramentas de bioinformatica para identificar todas as proteinas, sua localizacéo
subcelular, peptideo sinal, probabilidade de ser transmembrana e antigenicidade.

A primeira etapa dessa abordagem inicia com a coleta dos genomas-alvo
em bancos de dados do NCBI, de acordo com os seguintes requisitos: formato
RefSeq, fasta e anotagbes no formato GBFF. Esses genomas, posteriormente,
foram utilizados para a montagem do pangenoma, usando a ferramenta Roary
(PAGE et al., 2015), visando analisar genes ortdlogos e identificar quais genes
eram mais comuns entre os genomas obtidos. As anadlises foram iniciadas
utilizando as sequéncias desses genomas, que foram traduzidas para sequéncias
de aminoacidos, a fim de possibilitar a analise das caracteristicas de cada uma
dessas sequéncias.

Essas analises foram divididas em duas etapas; a primeira inicial comegou
utiizando a ferramenta SignalP (TEUFEL et al., 2022), uma ferramenta
responsavel pela identificacdo dos peptideos, apds isso se utilizou a ferramenta
PsortB (YU et al., 2010), destinado a prever a localizagdo subcelular das
proteinas visando de proteinas secretadas e proteinas transmembrana com o
Deep TMHMM (KROGH et al., 2001). Apds essas analises iniciais procedeu-se a
uma selecao das sequéncias de aminoacidos que apresentaram a probabilidade
de serem transmembrana, ambos com indices superiores a 95% e a
probabilidade de terem a presencga do peptideo sinal.

Posteriormente, essas proteinas selecionadas foram comparadas com o
Virulence Factor DataBase (VFDB) (Chen et al., 2005) para identificar proteinas
associadas a fatores de viruléncia ja conhecidos. Ao final dessa comparagéao, as
proteinas foram mais uma vez selecionadas, utilizando o critério de ter mais de
90% de similaridade para a selegcao das proteinas identificadas. Por fim foi
comparada as proteinas obtidas com o genoma de referéncia obtido do NCBI da
galinha para identificar proteinas que sejam exdgenas devido elas serem as
provaveis causadoras da doenga, e foram submetidas para a previsdao do
potencial antigénico usando o Vaxijen (DOYTCHINOVA; FLOWER, 2007). Ao final
dessas analises essas proteinas foram identificadas utilizando a ferramenta blast
(McGinnis et al., 2004) e anotadas de acordo com seu grau de antigenicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 45 genomas de isolados clinicos de animais coentes para a
construgdo do pangenoma. A construgdo do pangenoma resultou em 2.270 genes
pertencentes ao genoma nucleo e 6.508 genes do genoma acessorio, totalizando
8.778 genes obtidos na montagem. Do total de genes obtidos com a analise
pangendmica e apos triagem usando ferramentas de predicdo, obteve-se 627
proteinas com peptideo sinal, 1509 proteinas com caracteristicas subcelular e
1449 proteinas transmembranares (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados obtidos com as analises do pangenoma.



& :
X 10 SIIEPE

R I EGRADA XXXl CIC - CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA
y UFPEL 2024

Pangenoma Numero de proteinas encontradas
Peptideo sinal 627

Citoplasmatica 1.509

Hélice transmembrana 1.449

Total de genes 3.585

As proteinas resultantes dos 3.585 genes foram comparadas com uma lista
de proteinas previamente caracterizadas como virulentas a partir do programa
VFDB, e posteriormente as proteinas resultantes desta filtragem (169) foram
comparadas com o genoma da galinha (GCA_016699485.1) e o software Vaxijen
para identificar o potencial antigénico dessas. A triagem apds esta ultima
filtragem, usando um ponto de corte acima de 0,7, obteve 25 potenciais proteinas
antigénicas. 7 delas demonstraram um alto valor antigénico, e ja foram descritas
anteriormente como potenciais para o desenvolvimento de vacinas para outras
doencas (Tabela 2).

Tabela 2: Anotacdo das proteinas e antigenicidade prevista usando o
software Vaxijen 2.0.

Anotacao Funcao Antigenicidade
1 Proteina de montagem de pilus tipo IV PilO 0,99
2 Proteina A dependente de peptidase de prepilina 0,99
3 Proteina regulatéria MsrR 0,80
4 Proteina do sistema de secrecao tipo |l 0,79
5 Proteina contendo dominio de ligacéo isopeptidica de 0,72
pilina
6 Proteina contendo dominio tipo B da proteina Cna 0,72
7 Adesina de colageno 0,71

4. CONCLUSOES

A estratégia abordada apresenta grande potencial para a descoberta de
novas proteinas antigénicas que devem auxiliar na promogao do desenvolvimento
de novos medicamentos para o combate a enterite necrética. Para isso, os
proximos passos de nosso trabalho serdo testar a melhor estratégia para o uso
destas proteinas, individualmente ou em construgdes engenheiradas como
quimeras e quimeras multiepitopos.
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