UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

JULIANA NILSE CUNHA RODRIGUES

Caracterizacéo in silico das proteinas rCp01850 e rCp09720 de

Corynebacterium pseudotuberculosis

MOSSORO
2024



JULIANA NILSE CUNHA RODRIGUES

Caracterizacéo in silico das proteinas rCp01850 e rCp09720 de

Corynebacterium pseudotuberculosis

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Orientador: Profa. Dra. Isadora Louise Alves da
Costa Ribeiro Quintans

MOSSORO
2024



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra é de inteira
responsabilidade do (a) autor (a), sendo o mesmo, passivel de san¢des administrativas ou penais, caso sejam infringidas as leis
gue regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Lei n® 9.279/1996 e Direitos Autorais: Lei n°
9.610/1998. O contetdo desta obra tomar-se-a de dominio publico ap6s a data de defesa e homologacao da sua respectiva
ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas, desde que a obra e seu (a) respectivo (a) autor (a)

sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

R696c Rodrigues, Juliana Ni|se Cunha.
Caracterizagdo in silico das proteinas rCp01850 e
r Cp09720 de Corynebact eri um pseudot ubercul osis /
Juliana Ni|lse Cunha Rodrigues. - 2024.
39 f. : il.

Orientadora: |sadora Louise Alves da Costa
Ri bei ro Qui ntans.

Monogr afi a (graduacdo) - Universi dade Federal
Rural do Sem -a&rido, Curso de Biotecnol ogia,
2024.

1. Linfadenite caseosa . 2. Bioinformatica. 3.
Model agem 1. Quintans, |sadora Louise Alves da
Costa Ribeiro, orient. Il. Titulo.

Ficha catalografica elaborada por sistema gerador automato em conformidade
com AACR2 e os dados fornecidos pelo) autor(a).
Biblioteca Campus Mossor6 / Setor de Informacéo e Referéncia
Bibliotecéria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servigo de Geragédo Automatica de Ficha Catalogréafica para Trabalhos de Concluséo de Curso (TCC’s) foi desenvolvido pelo Instituto
de Ciéncias Matematicas e de Computacédo da Universidade de S&o Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas

da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Superintendéncia de Tecnologia da Informagéo
e Comunicacgéo (SUTIC) sob orientagdo dos bibliotecarios da instituicdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduacao e Programas de Pés-Graduagdo da Universidade.



JULIANA NILSE CUNHA RODRIGUES

Caracterizacéo in silico das proteinas rCp01850 e rCp09720 de

Corynebacterium pseudotuberculosis

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como requisito
para obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Defendida em: 23 / 10 / 2024.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Isadora Louise Alves da Costa Ribeiro Quintans (UFERSA)
Presidente

Ana Karolina Melo Oliveira Barros (UFERSA)
Membro Examinador

Maonica Ellen da Costa Soares (UFERSA)
Membro Examinador



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus em primeiro lugar, por estar sesmpre comigo me dando forcas e clareza
e iluminando meu caminho na faculdade. Também agradeco a Nossa Senhora que me deu o
conforto que meu coragdo necessitava e me ajudava todas as vezes que eu intercedia por ela.

Agradeco a minha familia, em especial meus pais, José Nilson e Maria José, e minha
irma Greicy, por todos os conselhos, amor, acolhimento, discernimento e suporte durante toda
a vida, e em especial essa jornada. Agradeco a minha sobrinha Fernanda e aos meus primos
Luana e Willy por terem me apoiado com tanto amor e carinho em varias situagdes vividas
nesses Ultimos cinco anos. Amo muito todos vocés.

Agradeco a minha orientadora, Isadora, por me acolher em seu laboratorio, por me
aconselhar e me orientar nesse projeto. E por ter sido uma professora que me ensinou muito ao
longo da graduagéo, em especial me lembrando de ndo desistir dos meus sonhos.

Agradeco a todos os professores que eu ja tive o prazer em assistir suas aulas, todos me
ensinaram muito além do conteudo proposto pela disciplina. Agradeco especialmente aos que
tornaram a sala de aula um local acolhedor para mim e para meus colegas e criaram conosco
um vinculo de amizade e companheirismo.

Agradeco a Banca Examinadora por ter aceitado fazer parte desse momento tao especial
em minha vida e por todas as corregdes feitas no presente trabalho.

E por fim, agradeco aos meus amigos, aos gque estdo comigo desde a época de escola,
Guedes e Raj. Aos amigos que fiz ao longo do caminho, em especial Lenise que viveu comigo
toda a experiéncia da graduacao, passando noites em claro fazendo trabalhos ou estudando pra
provas, celebrando cada pequena ou grande conquista, rindo em nossos tempos livres e
chorando juntas quando a dificuldade vinha; e Chagas, Karol, Bia, Monica, Paulo, Gustavo e
Adrielle por todos os momentos que passamos juntos. Aos meus colegas de laboratério que me
deram suporte e deixaram o0 ambiente de trabalho incrivel. Aos meus amigos que fizeram muita
diferenga na minha vida nos ultimos cinco anos: Fernando, Renata, Pedro, Bruno e Alessandra.
Aos meus queridos amigos da EJNS, que ndo s6 comemoraram comigo, como me abragcaram e
me acolheram, me deram conselhos e sempre me lembraram que eu tenho uma segunda familia

ao meu lado e que Deus sempre esta comigo.



RESUMO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenca causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis (CP) que acomete pequenos ruminantes, causando abscessos na pele e/ou
linfonodos dos animais, podendo ser ou ndo detectvel exteriormente. A LC tem impacto
significativo na economia, registrando um prejuizo anual de cerca de trinta e cinco milhGes de
reais na agropecuaria brasileira, afetando principalmente os produtores de caprinos e ovinos do
Nordeste do Brasil. E apesar de existir vacina, esta doenca € por muitas vezes subnotificada.
Neste contexto, a bioinforméatica emerge como ferramenta fundamental para o desenvolvimento
de vacinas e testes diagndsticos da LC. Esse estudo visa caracterizar e modelar
tridimensionalmente duas proteinas recombinantes de CP, a rCp01850 e a rCp09720 usando
ferramentas de bioinformatica. Os principais resultados obtidos nesse estudo foram que ambas
as proteinas séo termo resistentes, estaveis, hidrofilicas e tem seu ponto isoelétrico proximo a
pH 6,0. Além disso, foi observado que essas proteinas sao insollveis em &gua sugerindo que
outro solvente seja utilizado neste caso. Adicionalmente, estas proteinas foram consideradas
potenciais antigenos ndo alergénicos, indicando seu potencial na producdo de vacinas
recombinantes contra a LC. Por fim, as estruturas tridimensionais foram preditas e os modelos
apresentaram alta confiabilidade (80%), podendo ser usadas na realizacdo de ancoragem com
complexos de interesse e simulagdes moleculares. Em concluséo, os resultados destacam o
potencial dessas proteinas como alvo promissor na producdo de vacinas contra a linfadenite

caseosa.

Palavras-chave: Linfadenite caseosa. Bioinformatica. Modelagem.



ABSTRACT

Caseous lymphadenitis (CLA) is a disease caused by the bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis (CP) that affects small ruminants, causing abscesses in the skin and/or
lymph nodes of the animals, which may or may not be detectable externally. CLA has a
significant impact on the economy, with an annual loss of approximately thirty-five million
reais in Brazilian agriculture, mainly affecting goat and sheep producers in the north-east of
Brazil. And although there is a vaccine, this disease is often underreported. In this context,
bioinformatics is emerging as a fundamental tool for the development of vaccines and
diagnostic tests for CLA. This study aims to characterize and create three-dimensional models
of two recombinant CP proteins, rCp01850 and rCp09720, using bioinformatics tools. The
main results obtained here were that both proteins are thermo-resistant, stable, hydrophilic and
have their isoelectric point close to pH 6.0. Furthermore, it was observed that these proteins are
insoluble in water, suggesting that another solvent should be used in this case. In addition, these
proteins were considered potential non-allergenic antigens, indicating their potential in the
production of recombinant vaccines against CLA. Finally, the three-dimensional structures
were predicted and the models showed high reliability (80%), which can be used to perform
docking with complexes of interest and molecular simulations. In conclusion, the results
highlight the potential of these proteins as promising targets to produce vaccines against

caseous lymphadenitis.

Keywords: Caseous lymphadenitis. Bioinformatics. 3D modeling.
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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa € uma doenca que acomete pequenos ruminantes e é causada
pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis. A LC é caracterizada pelo aparecimento de
abscessos nos linfonodos do animal, gerando lesdes internas ou externas. Quando os abscessos
se rompem, liberam pus, podendo contaminar outros animais e objetos de forma direta ou
indireta (Alves; Pinheiro; Pires, 1997).

A doenca é bastante significativa a nivel mundial, e no Brasil, 0 Nordeste é a regido
mais afetada. A LC causa grande impacto econémico, resultando na diminui¢do na producéao
de 13, carne e leite. Os animais infectados sdo abatidos e tém suas carcagas
descartadas, inviabilizando seu uso (Faccioli-Martins; Alves; Pinheiro, 2014).

O diagndstico inicial da doenca é clinico, com base em exame fisico que consiste no
toque e observacdo de nodulos e/ou feridas. Posteriormente, podem ser realizados testes
soroldgicos, como o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), que detecta a presencga
de anticorpos especificos no sangue do animal (Aydin, 2015; Baird; Fontaine, 2007).

Atualmente as principais medidas de profilaxia sdo a separacdo dos animais
contaminados e o uso de vacinas. Neste contexto, as vacinas de subunidade recombinante
surgem como uma possivel ferramenta eficaz e segurano controle da doenca (Faccioli-Martins;
Alves; Pinheiro, 2014; Guimaraes et al., 2011).

Com isso, as ferramentas de bioinformatica podem acelerar e otimizar o
desenvolvimento de imunobioldgicos. O uso de testes in silico, como predicdo de epitopos,
descoberta de sitios de interesse e a sequéncia do genoma de antigenos, antes da etapa
experimental em bancada, economiza tempo e recursos, ja que a permite 0 conhecimento de
dados basicos para tal. (Guissoni; Cardoso, 2019).

A busca in silico por epitopos que possam ser utilizados em construcées vacinais requer
a caracterizagdo das proteinas alvo selecionadas quanto ao seu peso molecular, meia-vida, nivel
de instabilidade, ponto isoelétrico, solubilidade, entre outros. Além disso, € possivel propor
modelos tridimensionais (3D) das proteinas que ainda ndo foram preditas experimentalmente,
facilitando posteriormente a predicdo de epitopos. Pode-se também realizar a ancoragem das
proteinas com ligantes de vacina ou anticorpos, verificando a resposta imunoldgica daquela

sequéncia de epitopo (Droppa-Almeida; Franceschi; Padilha, 2018).
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A modelagem tridimensional de proteinas € uma técnica da bioinformatica que utiliza
uma série de proteinas ja conhecidas, e que ja teve sua forma e localizacdo de aminoécidos
definidos de forma experimental, para determinar, por meio de programas computacionais, a

localizacdo dos atomos da proteina de interesse analoga (Alencastro, 2003).

Com isso, temos que o uso das ferramentas de bioinforméatica € um aliado de suma
importancia na descoberta de novos alvos para imunobioldgicos e ao ser associada a
experimentos in vitro acelera o desenvolvimento da pesquisa de forma eficiente e com menos

custos.

Sendo assim, o presente visa a caracterizacdo in silico das proteinas rCp01850 e
rCp09720 de Corynebacterium pseudotuberculosis, que sdo proteinas previamente preditas por
integrantes do nosso grupo de pesquisa como candidatas relevantes para a construcdo vacinal,
visto que estas podem estar envolvidas em mecanismos de viruléncia e/ou sobrevivéncia
bacteriana. Desta forma, a caracterizacdo fisico-quimica in silico, teste de potencial alergénico
e antigénico e a modelagem tridimensional, sdo ferramentas essenciais para uma analise
detalhada de caracteristicas destas proteinas que irdo influenciar na qualidade da vacina

desenvolvida.
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2. GESTAO DO CONHECIMENTO

2.1 Linfadenite Caseosa e Corynebacterium pseudotuberculosis

A Linfadenite Caseosa é uma doenca que afeta principalmente ovinos e caprinos, sendo
causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis (CP). A doenca provoca lesdes
cutaneas e nos linfonodos, que podem ser visiveis externamente ou manifestar-se na forma

visceral, que dificulta o diagnostico (Fontaine; Baird, 2008).

A C. pseudotuberculosis que ¢ uma bactéria pleomorfica, ndo movel, intracelular
facultativa e gram-positiva, pertencente a familia Actinomycetaceae (Bettini et al., 2022). Sua
temperatura ideal de crescimento € em torno de 37°C, podendo proliferar tanto em condigdes

aerobias quanto anaerobias (Baird; Fontaine, 2007; Dorella et al., 2006).

A bacteéria apresenta dois biovares que acometem diferentes grupos de animais: o biovar
ovis e o biovar equi. Biovar ovis, acomete ovelhas e cabras, causando a linfadenite caseosa,
caracterizada pela formacdo de abcessos tanto na pele quanto em Orgédos internos, como
pulmdes. J& a biovar equi, afeta equinos e bovinos, causando a linfangite ulcerosa, caracterizada
pela formacdo de abscessos nos linfonodos e na regido abdominal dos animais infectados
(Odhah et al., 2022).

A identificacdo de um animal doente é feita inicialmente por exames clinicos de
visualizacdo e toque, avaliando a presenca de lesdes externas ou na camada subcutanea. Além
disso, o diagnostico pode ser complementado através de exames soroldgicos, como o teste de
ELISA (teste ELISA (Enzyme-Linked Immunonosorbent assay ou Ensaio de Imunoabsorgéo
Enzimatica), especialmente quando o animal ndo apresenta lesdes visiveis. Contudo, em alguns
casos essa identificacdo so é possivel apos a morte do animal, quando a necropsia revela lesdes

internas em seus 6rgdos e tecidos (Alves; Pinheiro; Pires, 1997).

Quando um animal diagnosticado para LC morre, sua carne, pele e carcaca ndo podem
ser aproveitadas, devido aos riscos a saude publica, causando assim prejuizos importantes para
0 agronegocio (Sa et al., 2018). Em 2017, a linfadenite caseosa gerou perdas econémicas de
aproximadamente 35 milhGes de reais para os produtores de ruminantes no Brasil, sendo o

nordeste a regido mais afetada (Barnabe, 2018).



17

Por se tratar de uma enfermidade bacteriana, a LC se espalha rapidamente, podendo
contaminar ndo apenas 0s animais, mas também o ambiente ao redor, como o solo, bebedouros
e as areas de alimentacdo e descanso. Até mesmo moscas podem ser veiculos de contaminagéo
da doenca, uma vez que entrem em contato com o pus ou dejetos contaminados (Guimaraes et
al., 2011).

O controle da LC geralmente envolve a separagdo dos animais doentes dos saudaveis,
mas essa medida pode ndo ser totalmente eficaz, j& que um animal assintomatico pode estar
infectado. Por tanto, o diagndstico precoce é essencial. O tratamento inclui cauterizacdo das
lesGes externas para reduzir a liberacdo da secre¢do infecciosa, diminuindo a propagacdo da

doenca no rebanho, embora ndo cure o animal (Alves; Santiago; Pinheiro, 2007).

A profilaxia do rebanho é feita por meio da vacinacdo. A primeira vacina testada para a
doenca foi na década de 60 e desde entdo, varios estudos tém sido desenvolvidos, em ambito
nacional e internacional, visando o desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Faccioli-
Martins; Alves; Pinheiro, 2014). Atualmente, ha trés vacinas brasileiras em comercializacao e
todas precisam de revacinagdo anual. A Glanvac® 6 tem como principal componente toxdide
de CP, e a LinfoVac® e a Vacina 1002® tem como principal componente bactérias vivas
atenuadas (Faccioli-Martins; Yoshida, 2014). Entretanto, estas vacinas por muitas vezes ndo
oferecem protecdo completa e necessitam de doses de reforco. Estudos com proteinas
recombinantes tem demonstrado um grande potencial na producdo de vacinas contra LC
(Faccioli-Martins; Yoshida, 2014). Sendo assim, as pesquisas com a CP devem avangar para a

producdo de vacinas mais eficientes.

2.2 Vacinas e Proteinas Recombinantes

A primeira vacina criada surgiu no século XVIII, contra a variola, uma doenca que
assolava a populacdo mundial na época. Desde entdo, inUmeros avancos tecnoldgicos
ocorreram e 0 desenvolvimento de vacinas se tornou uma prioridade. Atualmente, um dos
principais avangos no desenvolvimento de vacinas é a tecnologia do DNA recombinante (Pinto;
Da-Cruz, 2011).

As proteinas recombinantes séo obtidas a partir da tecnologia DNA recombinante, uma
técnica da biologia molecular em que um fragmento do material genético de interesse € isolado
utilizando enzimas de restricdo, sendo posteriormente inserido em um vetor de expressao,
geralmente um plasmideo. Se o vetor recombinante for de origem plasmidial, essa construcéo

génica sera inserida no organismo hospedeiro, no caso, uma bactéria através da técnica de
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transformacdo. As bactérias transformadas irdo produzir a proteina recombinante de interesse
(Rodrigues, 2003). Essas proteinas também podem apresentar epitopos, também conhecidos
como determinantes antigénicos, que sdo fragmentos especificos de uma molécula capazes de

desencadear uma resposta imune (Montassier, 2018).

A predicdo de epitopos capazes de conferir respostas imunes eficazes para a construcao
de vacinas baseadas na tecnologia do DNA recombinante deve ser fundamentada em um amplo
conhecimento e caracteriza¢do das sequéncias alvo. Nesse contexto, a bioinformética € uma
importante aliada, com ferramentas como a caracterizacdo fisico-quimica, andlise de
alergenicidade, e o docking molecular desempenhando papéis essenciais, que serdo discutidos

nos préximos tépicos.

2.3. Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo fisico-quimica de uma proteina realizada por predicdo in silico,
envolve o uso de ferramentas para calculo de parametros cruciais para o desenho de construcdes
vacinais, como hidrofobicidade, meia vida, ponto isoelétrico, entre outros. Cada uma destas
propriedades vai influenciar na viabilidade e eficacia da vacina, para a producdo de uma
resposta imune duradoura. O conhecimento prévio sobre as propriedades das sequéncias vai
auxiliar na selecdo de alvos promissores e vidveis para 0s experimentos de bancada. A figura 1
mostra o fluxo de trabalho da caracterizacdo de uma proteina recombinante a suas aplicacfes
in vitro.

Figura 1: Diagrama de caracterizagdo de proteinas

Proteinas rCP01850 -
e rCP09720 ’ Ponto isoelétrico |
Massa molecular ]
Predicio de | GRAVY
Nova busca e NAO caracteristicas fisico- < >
predigdo por quimicas e potencial ) ’ Meia (

vida/Estabilidade

imunogénico
SIM L Potencial alergénico

} Potencial antigénico ‘

alvos

Testes in vitro

Fonte: Autoria propria
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A andlise da hidrofobicidade é crucial para identificar proteinas adequadas para o
desenvolvimento para vacinas e farmacos, uma vez que as formulagBes exigem que essas
proteinas permanecam sollveis, em agua ou outro solvente. A hidrofobicidade também pode
estar relacionada com a estrutura tridimensional da proteina e sua interacdo com o sistema
imune. Sendo assim, um melhor design vacinal ira priorizar a otimizagdo da distribuicéo das
regides hidrofobicas da proteina, otimizando sua solubilidade, sem comprometer seu potencial
imunogénico. A anélise de hidrofobicidade é baseada no indice GRAVY (Grand Average of
Hydropathicity Index ou Média do indice de hidropaticidade), onde valores positivos indicam
que a proteina é hidrofébica (ndo tem afinidade com agua), enquanto valores negativos indicam
que a proteina é hidrofilica (possui afinidade com &gua) (Garbis; Lubec; Fountoulakis, 2005).

Outro parametro importante no desenvolvimento de uma vacina de proteina
recombinante, é sua meia vida in vitro, ou seja, 0 tempo que ela permanece ativa. Proteinas com
meia vida longa, podem ter sua eficiéncia de resposta aumentada, evitando que a construcao
vacinal precisar ser re-administrada com frequéncia. Sendo assim, a determinacdo do tempo de
meia-vida de uma proteina pode intervir na escolha de um epitopo, ja que quanto maior a meia-
vida da proteina, mais eficiente serd o imunobioldgico (Kontermann, 2011). Além disso,
pequenas modificacBes na sequéncia da proteina podem aumentar sua meia vida, sem interferir

na sua atividade (Vanderschuren et al., 2022).

A andlise do nivel de instabilidade é essencial no desenvolvimento de vacinas de
proteinas recombinantes, pois esta ferramenta avalia diversos tipos de instabilidade, como
desnaturacdo, desnovelamento, degradacdo, entre outros. Esse parametro é utilizado para
escolher epitopos que sejam viaveis e estaveis, aumentando a probabilidade de sucesso no
desenvolvimento de um produto biotecnoldgico. Quanto mais estavel o epitopo, maior a chance

de que a pesquisa resulte em um produto viavel (Deller; Kong; Rupp, 2016).

A determinacdo do peso molecular também pode auxiliar na escolha de alvos para a
producdo de vacinas recombinantes, visto que desempenha um papel importante na expresséo,
imunogenicidade, estabilidade, e no processamento da proteina pelo sistema imune (Lampe et
al., 2020). Estudos ja indicaram que um peso molecular aceitavel para a producgéo e purificacdo

de uma proteina recombinante, deve ser inferior a 110 kDa (Barh et al., 2013).

Por fim, a identificacdo do ponto isoelétrico (pl) € um pardmetro relevante na

formulacdo de vacinas, pois influencia na solubilidade, interagdo com adjuvantes e
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componentes do sistema imune. O pl é o valor de pH no qual a carga liquida da proteina ¢ igual
a zero, ou seja, esta em equilibrio (Righetti, 2004).

Concluindo, a predicdo das caracteristicas fisico-quimicas das proteinas alvo para o
desenvolvimento de vacinas baseadas em proteinas recombinantes é essencial, visto que facilita
a escolha de epitopos com parametros “6timos”, ou, permite que modificacdes na sequéncia
codificante sejam feitas para otimizar a funcionalidade e estabilidade dos alvos selecionados,

tanto nos experimentos in vitro quanto in vivo.
2.4. Andlise de alergenicidade e Potencial antigénico

A analise da alergenicidade permite prever se a proteina pode causar reacdes adversas,
como intolerancia ou alergia, uma vez que essas rea¢des produzem anticorpos diferentes dos
gerados na resposta imunoldgica (Knippels; Penninks, 2005). O potencial antigénico é uma
ferramenta eficiente na busca por um antigeno de interesse, ja que o software prediz se a
proteina estudada é um possivel antigeno sem a necessidade de testes in vitro com o patdgeno.
Os testes de potencial antigénico escolhnem os melhores epitopos capazes de gerar boas
respostas imunologicas, podendo ser usados como antigenos em vacinas (Dalsass et al., 2019).
Quando associados, torna-se possivel determinar se a proteina com potencial antigénico pode

ser alergénica, evitando assim seu uso.
2.5. Modelagem tridimensional de proteinas

A modelagem tridimensional (3D) de proteinas é uma técnica crucial para predicao da
estrutura da proteina usando ferramentas de bioinformatica. Esse método € importante pois a
determinacdo das estruturas usando métodos experimentais € um processo caro e laborioso. A
estrutura 3D de uma proteina esta diretamente relacionada a sua funcéo, e sua determinacdo é
essencial para compreender sua biologia, mecanismos de acdo, e também de interacdo com
outras moléculas, como por exemplo anticorpos, sendo essencial para o desenvolvimento de
vacinas. O método mais preciso para determinar a estrutura de uma proteina é a cristalografia
de raio X, porém essa técnica é muito cara e complexa. A modelagem 3D surge para predizer
a estrutura da proteina a partir de softwares especificos. Essa técnica pode ser dividida em dois

tipos: modelagem por homologia ou ab initio. (Alencastro, 2003).

A modelagem por homologia, ou comparativa, utiliza uma proteina de estrutura
tridimensional definida experimentalmente, e depositada em um banco de dados, como molde

para proteina de interesse. As proteinas comparadas (molde e alvo) devem apresentar
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homologia em suas sequéncias, indicando assim uma boa correspondéncia entre suas estruturas
tridimensionais. Os passos para a modelagem por homologia sdo: 1) escolha da proteina de
interesse e da proteina molde; 2) alinhamento global entre as proteinas molde e alvo; usando o
software escolhido; 3) construcdo do modelo 3D; e 4) avaliagdo do modelo criado (Santos Filho;
Alencastro, 2003). Se a estrutura estiver compativel com as leis da fisica e da quimica, o
modelo é validado. Caso contrario, o processo é repetido até que uma estrutura satisfatoria seja
obtida. (DINI1Z; CANDURI, 2017).

J& a modelagem ab initio é a técnica que dispensa o0 uso de uma proteina molde,
baseando-se apenas em softwares computacionais. Essa ferramenta é muito Gtil para regides
gue ndo podem ser modeladas por homologia. Os programas de modelagem ab initio utilizam
um sistema de pontuacdo para selecionar o melhor modelo criado. No entanto, esta técnica
exige um alto processamento computacional, e o sistema de pontuacdo pode néo ser eficaz e
sensivel o suficiente para prever estruturas que sejam biologicamente ativas (Stein; Mosca;
Aloy, 2011).

A partir das estruturas preditas é possivel realizar diferentes tipos de simulagdes
computacionais e experimentos, como o docking molecular, otimizando os experimentos em

bancada. Dessa forma, essa técnica acelera o desenvolvimento de vacinas e imunobioldgicos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral
Caracterizar as sequéncias das proteinas rCp01850 e rCp09720 da Corynebacterium

pseudotuberculosis, usando ferramentas de bioinformatica.

3.2 Objetivos especificos
1) Caracterizar as proteinas rCp01850 e rCp09720 quanto hidrofobicidade, meia-vida,
peso molecular, nivel de instabilidade, ponto isoelétrico e solubilidade utilizando ferramentas

de bioinformatica;
2) Analisar a alergenicidade e o potencial antigénico das proteinas recombinantes;

3) Realizar modelagem tridimensional das proteinas recombinantes.
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4. Metodologia

A metodologia utilizada no presente trabalho foi a metodologia adaptada de (Silva et al.,

2021) e esta descrita no diagrama da figura 2.

Figura 2: Diagrama da metodologia.

:l"ra.nsformar C’aracten’zaf;ao Solubilidade da ] Test\.e d; d
sequéncia em formato fisico-quimica proteina (ProteinSol) alergenicidade

(AlgPred)

FASTA (ProtParam)

Modelagem da
estrutura 3D

(I-Tasser e

AlphaFold)

Teste de potencial
antigénico
(VaxiJen30)

Docking (SwissDock) Anal(lé;;:l;ee:;rxl;tura

Fonte: Autoria propria com auxilio do programa Lucidchart

4.1 Escolha das sequéncias e transformacao em formato FASTA

As sequéncias das proteinas rCp01850 e rCp09720 da Corynebacterium
pseudotuberculosis, utilizadas neste trabalho, foram gentilmente cedidas pelo Professor Dr.
Francisco Silvestre Brilhante Bezerra, responsavel pelo Laboratério de Vacinologia e
Imunologia Aplicada (LAVIA) na Universidade Federal Rural do Semi Arido.

As sequéncias foram recebidas em formato de sequéncia peptidica de trés letras, sendo
necessario fazer a conversdo para formato FASTA, que é o formato utilizado nos programas
escolhidos para caracterizacdo. O programa utilizado para a conversédo foi 0 SMS Three To One

(https://www.bioinformatics.org/sms2/three_to_one.html) (Stothard, 2000).

4.2 Caracterizacao das proteinas recombinantes
Com as sequéncias no formato FASTA, foi realizado o processo de caracterizagdo das

proteinas recombinantes. A caracterizacdo foi dividida em quatro experimentos, sendo eles:

analise fisico-quimica, teste de solubilidade, teste de alergenicidade e teste de antigenicidade,

que serdo descritos a seguir.


https://www.bioinformatics.org/sms2/three_to_one.html
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4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

O programa escolhido para a caracterizacdo fisico-quimica foi o ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) (Wilkins et al., 1998). Nesse experimento foi predito o

peso molecular, ponto isoelétrico (pl), tempo de meia-vida, nivel de instabilidade e
hidrofobicidade.

4.2.2 Teste de solubilidade

O programa Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/) (Hebditch et al., 2017)
foi o programa escolhido para a determinacdo da solubilidade das proteinas alvo. Para esse
experimento, a sequéncia da proteina rCP01850 precisou ser adaptada para conter apenas
aminoécidos  canénicos, utilizando os dados da universidade de Birkbeck
(https://www.cryst.bbk.ac.uk/education/AminoAcid/the_twenty.html).

4.2.3 Teste de alergenicidade

O teste de alergenicidade foi realizado pelo software  AlgPred
(http://crdd.osdd.net/raghava/algpred/) (Saha; Raghava, 2006), utilizando o modo “SVM

Method Based on Amino Acid Composition”.
4.2.4 Andlise do potencial antigénico

Nessa andlise foi utilizado o programa VaxiJen30 (https://www.ddg-

pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) (Doytchinova; Flower, 2007) no modo

“Bacteria”.

4.3 Modelagem da estrutura tridimensional

Foram comparados dois programas de modelagem de proteina. A primeira modelagem
foi realizada no I-Tasser (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) (YANG; ZHANG, 2015). E
segunda modelagem foi feita no programa AlphaFold Collab

(https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFol

d.ipynb) (Jumper et al., 2021), disponivel na plataforma do Google Collab.


https://web.expasy.org/protparam/
http://crdd.osdd.net/raghava/algpred/
https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb
https://colab.research.google.com/github/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb
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4.3.1 Captura de imagem das estruturas

Utilizando o programa UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 2004) versdo 1.7.1 foram
feitas as imagens das estruturas preditas pelo AlphaFold. Além disso, foram também editadas
as cores da proteina para estar na paleta de confiabilidade do AlphaFold, disponibilizada no
proprio programa, utilizando o comando “color bfactor palette alphafold”.

4.4. Ancoragem
Utilizando o SwissDock (http://old.swissdock.ch/) (Grosdidier; Zoete; Michielin,

2011), as duas proteinas recombinantes foram ancoradas ao MHC ovino, recuperado no UniProt
(https://www.uniprot.org/), sob o codigo “Q30838_SHEEP”.


https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/docs/user/commands/color.html#bfactor
https://www.cgl.ucsf.edu/chimerax/docs/user/commands/color.html#palette-options
http://old.swissdock.ch/
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5. Resultados e Discursao

5.1 Sequéncia FASTA
As sequéncias de aminodacidos de trés letras das proteinas recombinantes rCP01850 e rCP09720
de Corynebacterium pseudotuberculosis foram transformadas para formato FASTA. E ambas

as sequéncias podem ser observadas no quadro 1 abaixo.

Quadro 1: Sequéncia de aminoacidos original e sequéncia do tipo FASTA gerada pelo SMS Three to One. Autoria

prépria.

Proteinas

Sequéncia de aminodacidos

Sequéncia FASTA

rCP01850

Met Arg Gly Ser His His His His His His Leu Glu Gly Ser
GIn Pro Val Leu GIn Val Pro Ser Asp Ser Ser Val Gly Ala Ser
Leu Ala Ser Pro Ser Val Leu His Pro Gly Ala Pro lle Pro Gin
Pro Phe Gly Pro Ala Asp Tyr lle Gly Tyr lle Ser Asp lle Ser
Ser Tyr Ser Gly Gly lle Tyr Tyr Asp Val Val Ser Asn Phe Glu
Asp Leu Arg GIn Asn His Pro Lys Ala Met Glu Glu Asn Ser
Ala Thr Ser lle Arg lle Asn Asn Glu Ala Thr Ala Glu Ser Val
Ala Arg Ala GIn Arg Asp Ala Leu Thr Glu His Asp Gly Val
Leu Val Ala Phe Ser Asp Ala Leu Gly Pro Arg Leu Gly Glu
His Leu Arg Thr Ala Leu Ala Glu Asn Arg Leu Pro Lys Leu
GIn Met Leu Leu Gly Gly Trp Thr Ala Arg Ala Gly Gly Leu
Ala Ser Ser Thr Phe Val Glu Lys Asn lle Phe Arg Asn Pro
Arg Pro Tyr lle Ala His Ala Gly Ser lle Arg GIn Tyr Arg Val
Ser His His Asp Leu Tyr Pro Thr Ser Gly Ser Phe Pro Ser Gly
His Thr Asn GIn Ala Thr Trp Thr Thr Ala Leu Trp Ala Tyr
Met Leu Pro Glu Phe Ser Ala GIn lle Leu Asp Arg Gly Ser
Glu Ala Gly Phe Asn Arg Val Val LeuGly Val His Tyr Pro
Leu Asp Val lle Gly Gly Arg Met Thr Gly Asn Ala Ala Ala
Ala Asp Arg Leu Asn Asp Pro Lys Met Arg lle Ala Leu Asp
Ala Ala Ala Ala Glu Leu Arg Ala Glu Leu Glu Trp Arg Cys
Gly Lys Ser Leu Leu Glu Cys Ala Thr Asp Thr Arg Ser Lys
Glu GIn Ala Val GIn Lys Xaa

MRGSHHHHHHLEGSQP
VLQVPSDSSVGASLASPS
VLHPGAPIPQPFGPADYI
GYISDISSYSGGIYYDVV
SNFEDLRQNHPKAMEEN
SATSIRINNEATAESVAR
AQRDALTEHDGVLVAFS
DALGPRLGEHLRTALAE
NRLPKLOMLLGGWTAR
AGGLASSTFVEKNIFRNP
RPYIAHAGSIRQYRVSHH
DLYPTSGSFPSGHTNQAT
WTTALWAYMLPEFSAQI
LDRGSEAGFNRVVLGVH
YPLDVIGGRMTGNAAAA
DRLNDPKMRIALDAAAA
ELRAELEWRCGKSLLEC
ATDTRSKEQAVQKX

rCP09720

Met His His His His His His Leu Glu Gly Ser Gly Pro Arg
Asp Trp Leu Arg Pro Asp Ala Thr Gly Thr Cys Glu Trp Asp
Ala Ala Asn Tyr Trp Val GIn Arg Cys Asp Val Ala Ser Pro
Ala Met Gly His Asn Val Thr Val GIn lle GIn Pro Ala Gly
Arg Gly Gly Asn Ala Ala Leu Tyr Leu Leu Asp Gly Ala Arg
Ala Ser Asp Ala Ala Asn Ala Trp Thr Phe Asp Ala Ser Ala
GIn Ser Met Phe Val Asp Asn Asn lle Thr Leu Val Met Pro
Val Gly Gly Ala Gly Ser Phe Tyr Thr Asp Trp Ala Ala Pro
Ser Gly lle Gly Ser Val Gly GIn Val Phe Lys Trp Glu Thr Phe
Leu Thr GIn Glu Leu Pro Ala Tyr Leu Glu Ala His Phe Gly
Val Ala Arg Asn Asn Tyr Ser Val Gly Gly Leu Ser Met Gly
Ala Thr Ala Ala Met Asn Leu Ala Ala Leu His Pro Glu Gin
Phe Arg GlIn Val Leu Ser Tyr Ser Gly Tyr Leu Ala Met Thr
Ala Pro Gly Met Tyr Ser Leu Leu Gly Leu Ala Leu Leu Glu
Val Gly Gly Leu Ser lle Asn Ser Met Tyr Gly Ser Phe Phe Ser
Pro Arg Arg lle Glu Leu Asp Pro Leu Phe Asn Met Arg Gly
Leu Asp Gly Lys Asp Val Tyr Val Ser Ala Ala Ser Gly Ala
Trp Gly Gly Pro Asp lle Glu Lys Tyr Ser Phe Lys Asp Arg
Val Asn Gly Ser lle Leu Glu Val Ala Ser Arg lle Ser Thr Lys
lle Trp Glu Thr Arg Ala Lys Gly Tyr Gly Leu Asn Tyr Thr
Ala Asp Tyr Pro Ala Val Gly Val His Asn Trp Leu GIn Trp

MHHHHHHLEGSGPRDW
LRPDATGTCEWDAANY
WVQRCDVASPAMGHNV
TVQIQPAGRGGNAALYL
LDGARASDAANAWTFED
ASAQSMFVDNNITLVMP
VGGAGSFYTDWAAPSGI
GSVGQVFKWETFLTQEL
PAYLEAHFGVARNNYSV
GGLSMGATAAMNLAAL
HPEQFRQVLSYSGYL
AMTAPGMYSLLGLALLE
VGGLSINSMYGSFFSPRR
IELDPLFNMRGLDGKDV
YVSAASGAWGGPDIEKY
SFKDRVNGSILEVASRIS
TKIWETRAKGYGLNYTA
DYPAVGVHNWLQWNY
QLAITRDRILNVMNAW
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Asn Tyr GIn Leu Ala lle Thr Arg Asp Arg lle Leu Asn Val
Met Asn Ala Trp

Quadro 1: Sequéncia de aminoacidos original e sequéncia do tipo FASTA gerada pelo SMS Three to One. Autoria

propria.

5.2 Caracterizacdo das proteinas recombinantes

5.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

No quadro 2 € possivel observar os resultados da caracterizacdo fisico-quimica das

proteinas recombinantes realizadas pelo ProtParam.

Quadro 2: Caracterizacdes gerais das proteinas rCP01850 e rCP09720 preditas com o programa de bioinformatica

ProtParam. Autoria propria.

Caracterizacbes rCP01850 rCP09720
NUmero de aminoacidos 308 315

Peso molecular 33494.68 Da 34408.73 Da
pl 6.42 5.90

Principais residuos

Alanina (12,0%); Leucina (9,1%) e
Serina (9,1%)

Alanina (12.1%); Glicina (10.5%) e
Leucina (8.9%)

Meia vida

Célula mamifera: 30h; Levedura:
20h; E. Coli: 10h

Célula mamifera: 30h; Levedura:
20h; E. Coli: 10h

(gravy)

indice de instabilidade 36.26 30.45
indice alifatico 78.99 78.76
Média geral da hidropatia | -0.365 -0.122

As duas proteinas alvo tém caracteristicas fisico-quimicas semelhantes entre si, e se

assemelham em muitas dessas caracteristicas a outras proteinas de CP, diferindo apenas no peso

molecular e tamanho da sequéncia (Araujo et al., 2020, Droppa-Almeida; Franceschi; Padilha,

2018). Esta diferenca pode ser devido as proteinas rCp01850 e a rCp09720 terem suas

sequencias modificadas. Estas proteinas podem ser comparadas a proteina CP40 (Droppa-

Almeida; Franceschi; Padilha, 2018) de Corynebacterium pseudotuberculosis, que foi utilizada

com sucesso na prospeccao de seis epitopos com potencial para producéo de vacinas contra a

linfadenite caseosa.
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O ponto isoelétrico da proteina rCp01850 é em pH 6.4 e da rCp09720 é em pH 5.9,
indicando que a estabilidade das proteinas é alcancada em meio levemente acido. Esses dados
se assemelham aos encontrados por Aradujo et al., 2020 e Droppa-Almeida; Franceschi; Padilha,
2018, que mostram proteinas alvo de CP preditas com pl semelhante, em pH 6.4. Desse modo,
para a producdo de vacina, o pH deve se manter estavel e de acordo com o pl da proteina
escolhida como componente ativo, ja que mudancas no pH podem prejudicar sua estabilidade,

conformacao e consequentemente sua atividade.

A estabilidade de uma proteina é a capacidade de manter sua estrutura tridimensional, e
consequentemente sua funcdo, em condi¢fes naturais ou experimentais. Trés parametros
adicionais sdo fundamentais para essa capacidade: tempo de meia-vida, indice de instabilidade
e indice alifatico. O tempo de meia-vida predito para as proteinas recombinantes foi de 30h em
célula mamifera, 20h em levedura e 10h em E. coli (Quadro 2). Esse resultado mostra que essas
proteinas se mostram estaveis, mantendo tempo de meia-vida habil para realizacdo de
experimentos testes e para a producdo de vacinas duradouras. Além disso, o baixo indice de
instabilidade (36.26 e 30.45) indica que a proteina possui uma baixa probabilidade de
desnovelar ou desnaturar, sendo comparaveis a outras proteinas (Araujo et al., 2020; Droppa-
Almeida; Franceschi; Padilha, 2018). O indice alifatico predito para as proteinas foi de 78,
sendo considerado alto. Este indice é responsavel pela resisténcia em altas temperaturas, o que
¢ um fator crucial para desenvolvimento, armazenamento e distribuicdo de vacinas,

especialmente em regiGes com pouca infraestrutura.

Por fim, em uma vacina deve haver a interacdo entre seus componentes, que podem ser
polares ou apolares. Desta forma, foi predita a hidropatia da proteina pela escala GRAVY, cujo
valores foram -0.365 e -0.122, para as proteinas rCp01850 e rCp019720, respectivamente. Estes
valores negativos indicam que a proteina € hidrofilica, ou seja, podem possuir interacdo com a

agua e outras moléculas polares.

Diante de tudo isso, é possivel observar que, de acordo com suas caracteristicas fisico-
quimicas, a rCp01850 e a rCp09720 também sdo boas candidatas para o desenvolvimento de

uma vacina ja que sao estaveis, sdo hidrofilicas e termo resistentes.
5.2.2 Solubilidade

Nesse experimento, a sequéncia da proteina rCP01850 precisou ser adaptada para conter

apenas aminoacidos candnicos. Desse modo, a nova sequéncia utilizada foi:
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>rCP01850

MRGSHHHHHHLEGSQPVLQVPSDSSVGASLASPSVLHPGAPIPQPFGPADYIGYISDISSYSGGIYYD
VVSNFEDLRQNHPKAMEENSATSIRINNEATAESVARAQRDALTEHDGVLVAFSDALGPRLGEHLRTA
LAENRLPKLQMLLGGWTARAGGLASSTFVEKNIFRNPRPYIAHAGSIRQYRVSHHDLYPTSGSFPSGHT
NQATWTTALWAYMLPEFSAQILDRGSEAGFNRVVLGVHYPLDVIGGRMTGNAAAADRLNDPKMRIAL
DAAAAELRAELEWRCGKSLLECATDTRSKEQAVQK

O teste de solubilidade mostrou que a proteina rCP01850 tem niveis de solubilidade de
cerca de 0.3 e a rCP09720 de cerca de 0.2, como € possivel observar no grafico 1. Estes
resultados indicam que essas proteinas sao insolUveis em agua, visto que o ponto de corte

sugerido pelo programa ProteinSol é de 0.45 (Grafico 1).

Gréfico 1: Resultados de solubilidade através do ProteinSol. (A) Resultados da proteina rCP01850. (B)
Resultados da proteina rCP09720. Autoria propria.
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O gréfico 1A mostra o indice de solubilidade da proteina rCp01850 (QuerySol) em
comparacdo com o padrdo de referéncia do programa (PopAvrSol). O grafico 1B mostra o
indice de solubilidade da proteina rCp09720 (QuerySol) em comparagdo com o padrdo de
referéncia do programa (PopAvrSol). Segundo (Hebditch et al., 2017), o PopAvrSol indica a
solubilidade média das proteinas de E. coli em agua (0.45), onde um valor inferior ao padréo

indica que as proteinas alvo s&o consideradas insoluveis em agua.
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A solubilidade de uma proteina deve ser considerada ao se desenvolver uma vacina, ja que
a 4gua é um dos diluentes mais utilizados (World Health Organization, 2020), entretanto no

caso das proteinas alvo deste estudo a diluicdo com outro solvente seria mais indicada.
5.2.3 Potencial alergénico

O teste de potencial alergénico (AlgPred) obteve gque as proteinas alvo sdo ndo alergénicas,
com resultado para a proteina rCP01850 de -1.9832729 e para a proteina rCP09720 de -
0.92114026. Esse valor é calculado pela composicdo dos aminoacidos da proteina, onde um
valor inferior a-0.4 indica que a proteina € ndo alergénica. Este teste possui precisao de 85%
(Saha; Raghava, 2006).

Na busca por epitopos para o desenvolvimento de vacinas, estudos recentes como o de
Barral et al., (2022) e Droppa-Almeida, Franceschi, Padilha (2018) mostram que proteinas ndo
alergénicas devem ser escolhidas, para que uma resposta imune diferente da esperada néo seja

ativada.

5.2.4 Potencial Antigénico

O potencial antigénico das proteinas rCp01850 e rCp09720 foi de 0.6079 e 0.5465,
respectivamente. Esse valor indica que estas proteinas podem ser consideradas possiveis
antigenos, visto que o programa determina um valor de antigenicidade minimo de 0.4, ou seja,
acima desse valor a proteina pode ser considerada um possivel antigeno. O indice de
confiabilidade do programa VaxiJen30 € entre 70% e 89% (Doytchinova; Flower, 2007).

Os antigenos sdo uma parte fundamental no desenvolvimento de uma vacina, ja que eles
sdo responsaveis pela ativacdo da resposta imune do organismo. Na busca por possiveis
epitopos para producdo de vacina, de acordo com a literatura, sdo escolhidas apenas as proteinas
gue possuem potencial antigénico (Araujo et al., 2020, Droppa-Almeida; Franceschi; Padilha,
2018).

5.3 Estruturas tridimensionais
5.3.1. I-Tasser

A predicdo da estrutura tridimensional das proteinas foi inicialmente realizada pelo
programa I-Tasser (Yang; Zhang, 2015). Os resultados foram avaliados de acordo com o C-

Score, onde os valores obtidos devem estar mais préximos a 2, de acordo com Yang e Zhang
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(2015). Porém, de acordo com a predicéo, o resultado mais favoravel foi de -2,41 e 0,35 para a
rCP01850 e a rCp09720, respectivamente. Sendo assim, estas estruturas ndo foram utilizadas

para analises seguintes.
5.3.2 AlphaFold

As estruturas foram corretamente preditas utilizando o programa AlphaFold. Na figura
3 é possivel observar o melhor modelo para a estrutura tridimensional da rCp01850, que
apresentou um indice de confiabilidade de 80%, de acordo com a escala de cores do pLDDT
(predicted Local Distance Difference Test). Na figura 4 é possivel observar o melhor modelo
para a estrutura tridimensional da rCp09720, que apresentou um indice de confiabilidade de
90%, de acordo com a escala de cores do pLDDT. A escala de cores do pLDDT esta relacionada
a com a precisao da modelagem em relacéo a estrutura real.

O AlphaFold utiliza principalmente o pLDDT para mostrar a confiabilidade da
modelagem realizada. Esses valores podem ser observados através das cores ao longo da
estrutura da proteina, por exemplo. A distribuicdo de cores nas estruturas obtidas com o
AlphaFold para as proteinas rCp01850 e rCp09720 foi predominantemente azul, indicando um
indice de confiabilidade acima de 80% (Figuras 3 e 4) (Jumper et al., 2021).

Figura 3: Estrutura tridimensional da proteina rCP01850 modelo 1.

Fonte: Autoria propria utilizando ChimeraX com os dados do AlphaFold Collab.
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Figura 4: Estrutura tridimensional da proteina rCP09720 modelo 1.

Fonte: Autoria propria utilizando ChimeraX com os dados do AlphaFold Collab

O programa PyMOL foi utilizado para determinar a composic¢éo estrutural da proteina
rCp01850, que é majoritariamente formada por alfa-hélices, possuindo centro e noventa e trés
alfa-hélices. A proteina rCP01850 é uma fosfatase acida, que tem como funcdo a hidrolise de
fosfato (Bezerra et al., 2020). Essa funcdo acontece no centro do sitio ativo da proteina que é
formado por arginina com histidina, formando uma zona de carga positiva ideal para interacdo
com o grupo fosfato (Araujo; Vihko, 2013). A grande presenca de alfa-hélices na estrutura faz
com que a proteina se torne mais flexivel e promova mais interacéo entre a proteina e o ligante
(Abd Rashid et al., 2022).

A composicdo estrutural da proteina rCp09720 foi determinada pelo programa PyMOL,
e é formada por cento e quarenta e uma alfa-hélices e quarenta e seis beta folhas. A proteina
rCp09720 é uma esterase (Rezende et al., 2016), que tem como fungdo enzimatica de catalisar
éster. Seu sitio ativo é composto por serina, histidina e glutamina, e ele é o responsavel por
transformar éster em alcool (Smith et al., 2008).

Atualmente, ndo existem muitos estudos de predicéo de estrutura da fosfatase acida ou
da esterase, principalmente no que se refere as proteinas de C. pseudotuberculosis. Alem disso,
as proteinas estudadas no presente trabalho sdo proteinas recombinantes, que apesar de serem
utilizadas para pesquisas de vacinas in vitro e/ou in vivo, ainda ndo haviam sido caracterizadas
e modeladas tridimensionalmente. Desse modo, essas proteinas e suas estruturas poderao servir
de base para pesquisas com a CP e a linfadenite caseosa, principalmente na area de

desenvolvimento de vacinas ja que as proteinas sdo alvos ideais.
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5.4. Ancoragem
Foi realizada a tentativa de ancoragem das proteinas rCp01850 e rCp09720 ao ligante
MHC ovino, porém ocorreram erros durante a execucdo do experimento causados pelo néo

reconhecimento de algumas estruturas, e dessa forma, ndo foram produzidos resultados.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A linfadenite caseosa € uma doenca de significativo impacto socioeconémico e, no
cenario atual, ainda ha necessidade de avancos em pesquisas em diversas areas para suprir a
demanda de testes, tratamentos e vacinas. Desse modo, a bioinformética desempenha um papel
crucial na criacdo de novas tecnologias e produtos, que apds andlise in silico serdo
desenvolvidos e validados in vitro ou in vivo.

A utilizacdo das ferramentas de bioinformatica permitiu que as proteinas rCp01850 e
rCp09720 fossem caracterizadas, demonstrando que ambas sdo escolhas promissoras para o
desenvolvimento de imunobioldgicos, em especial vacinas, devido a sua estabilidade,
resisténcia térmica, baixa alergenicidade e potencial antigénico. Além disso, foi possivel
predizer a estrutura tridimensional dessas proteinas, que poderdo ser utilizadas para novos
experimentos in silico.

Por fim, futuras pesquisas podem utilizar os dados gerados neste trabalho, bem como os
modelos de estruturas 3D das proteinas para realizar estudos de ancoragem com diferentes
ligantes, como potenciais farmacos e vacinas, além de realizar simulacdes moleculares para
analisar interaces proteina-complexo. Dessa forma, seré possivel avancar com mais eficacia

na busca por vacinas e tratamentos para linfadenite caseosa.
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