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RESUMO

PREDI(;AO DE EPITOPOS DE CELULA B EM PROTEINAS DE
Leishmania infantum: UMA ANALISE IN SILICO

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca crénica, endémica em 62 paises e representa um
sério problema de salde publica no Brasil. Os testes sorodiagndsticos convencionais
empregam antigenos inteiros ou extratos sollveis que limitam a padronizacdo do antigeno, e
podem gerar reacdes cruzadas com outras doengas. Um meétodo alternativo € o uso de
peptideos a partir de epitopos de célula B identificados atraves de ferramentas de
bioinformética. Objetivou-se identificar epitopos lineares e conformacionais de célula B das
proteinas de Leishmania infantum cisteina peptidase calpaina-like, redutase thiol dependente 1
(TDR1) e HSP70, bem como identificar sua estrutura secundaria através de metodologia in
silico; em seguida, buscou-se selecionar os epitopos lineares comuns aos diferentes metodos
de predicdo para verificar a composicdo dos residuos de aminoadcidos dos mesmos.
Metodologia: As ferramentas de bioinformatica IEDB, BepiPred e BcePred foram usadas
para predicdo de epitopos lineares de célula B e o programa CBtope para predicdo de epitopos
conformacionais. A estrutura secundaria das proteinas foi predita pelo servidor PHD.
Resultados: As analises de predicdo produziram um total de 148 epitopos lineares e 164
epitopos conformacionais a partir das trés proteinas, a maioria desses epitopos esta localizada
na mesma regido. A estrutura secundaria das proteinas € composta por a-hélice, fita estendida
e randémica. Nas proteinas TDR1 e HSP70, os epitopos preditos estdo localizados
principalmente em regibes de a-hélice e randémica. Conclusfes: Epitopos lineares e
conformacionais de célula B de proteinas de L. infantum foram identificados in silico e
poderdo contribuir como novos antigenos com potencial aplicacdo no diagndstico e controle
da leishmaniose visceral. Sugere-se que varios métodos de predicdo de epitopos lineares
sejam combinados a fim de se obter resultados mais confiaveis.

Palavras-chave: Biologia molecular, Biologia sintética, Bioinformatica, Diagndstico,
Vacinas.



ABSTRACT

PREDICTION OF B-CELL EPITOPES IN PROTEINS OF Leishmania
infantum: IN SILICO ANALYSIS

Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic disease that is endemic in 62 countries and it
represents a serious problem of public health in Brazil. The conventional sorodiagnosis tests
use entire antigens or soluble extracts that limit the standardization of the antigen, besides
cross- reactions with other diseases. An alternative method is the use of peptides from B-cell
epitopes identified by means of bioinformatics tools. Objective: It aimed at identifying linear
and conformational B-cell epitopes of Leishmania infantum calpain-like cysteine peptidase,
thiol-dependent reductase 1 (TDR1) and HSP70 proteins, as well as identifying its secondary
structure through in silico methodology. Afterwards, it intended to select the common linear
epitopes to different methods of prediction in order to verify the composition of their amino
acid residues. Methodology: The bioinformatics tools, IEDB, BepiPred and BcePred were
used for prediction of B-cell linear epitopes and the CBtope program for predicting
conformational epitopes. The secondary structure of the proteins was predicted by the PHD
server. Results: Prediction analyses produced a total of 148 linear epitopes and 164
conformational epitopes from the three proteins, being the majority of these epitopes located
in the same region. The secondary structure is composed of alpha helix, extended strand and
random coil proteins. In the TDR1 and HSP70 proteins, the predicted epitopes are mainly
located in alpha-helix and random coil regions. Conclusions: Linear and conformational
epitopes of B-cell of Leishmania infantum proteins were identified in silico and they can
contribute as new antigens with potential application in the diagnosis and control of
visceral leishmaniasis. It is suggested that several prediction methods of linear epitopes may
be combined to obtain more reliable results.

Keywords: Molecular biology, Synthetic biology, Bioinformatics, Diagnosis, Vacccines.



13

1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma das doencas parasitarias reconhecidas pela
Organizacdo Mundial de Satude (OMS), ocorrendo aproximadamente de 200 a 400 mil casos
com 40.000 mortes por ano no mundo [1]. Nas Américas, a LV é uma zoonose causada pelo
protozodrio Leishmania chagasi, também conhecida como L. infantum [2] e transmitida ao
homem por vetores flebotomineos [3]. No Brasil, € um problema de satde publica, em que o
céo é considerado o principal reservatorio doméstico [4].

No diagndstico da LV os testes soroldgicos convencionais empregam o patdgeno
integro ou extratos sollveis que induzem a reagdes cruzadas com outras doengas. Uma
alternativa a esses antigenos € o uso de peptideos sintéticos que mimetizam epitopos de célula
B identificados por ferramentas de bioinformética, podendo ser Uteis na substituicdo de
proteinas integras como antigenos e imundgenos, e apresentam vantagens por serem seguros,

padronizaveis, especificos, reprodutiveis e disponiveis em larga escala nas analises in vitro
[5].

As analises in silico de predicdo de epitopos de célula B permitem a identificacdo de
epitopos lineares e conformacionais, que sdo Uteis na sintese de fragmentos sintéticos
(peptideos) de proteinas antigénicas capazes de se ligarem a anticorpos e/ou induzirem a
producdo de anticorpos anti-peptideos. Dessa forma, 0s peptideos sintéticos sdo usados para

definir aqueles epitopos identificados previamente [6].

Os métodos de bioinformatica para predicdo de epitopos, que vislumbram a utilizacao
da tecnologia de sintese de peptideos, é uma estratégia mais simples, rapida, e com menor
custo de producdo e identificacdo de regiGes antigénicas de proteinas em organismos
patogénicos, incluindo proteinas de L. infantum. Assim, a predicdo de epitopos lineares e
conformacionais de célula B por metodologia in silico € uma importante area de pesquisa que

vem a contribuir para producdo de novos antigenos a serem aplicados no controle da LV.

Este estudo pretendeu, portanto, identificar epitopos lineares e conformacionais de
celula B a partir de proteinas de L. infantum com potencial aplicagio em testes

imunodiagndsticos da leishmaniose visceral.

Esta tese de doutorado compde-se por dois artigos, dos quais um é uma revisdo de

literatura que aborda sobre metodologias de bioinformatica empregadas na predicdo de
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epitopos de célula B; e o outro artigo (original) refere-se a uma andlise in silico de predicdo de
epitopo linear e conformacional de célula B, a partir de proteinas antigénicas de L. infantum.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar in silico epitopos lineares e conformacionais de célula B a partir das
proteinas cisteina peptidase calpaina-like, redutase thiol dependente 1 e HSP70
de L. infantum com aplicacdo em testes imunodiagndsticos da leishmaniose

visceral.

2.2. Especificos

Selecionar os epitopos lineares de célula B comuns a diferentes métodos de

predicao e verificar a composicdo dos residuos de aminoacidos nesses epitopos;

Comparar 0s epitopos conformacionais e lineares preditos a partir das proteinas
cisteina peptidase calpaina-like, redutase thiol dependente 1 e HSP70 de

Leishmania infantum .

Verificar a estrutura secundaria das proteinas cisteina peptidase calpaina-like,

redutase thiol dependente 1 e HSP70 de Leishmania infantum.
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RESUMO

A identificacdo de epitopos a partir de programas de bioinformatica tem sido extensivamente
utilizada visando sua aplicacdo no imunodiagndéstico, na elaboragdo de vacinas e imunoterapia
de vérias doencas. Epitopo de célula B é um segmento de um antigeno que € reconhecido por
um anticorpo secretado ou de membrana. Os epitopos de antigenos proteicos podem ser
lineares, que compreendem segmentos continuos de amino&cidos, e conformacionais, que
consistem de segmentos descontinuos de aminoacidos com proximidade espacial na estrutura
proteica. Atualmente, existem varias ferramentas de bioinformatica para predicdo de epitopos
que podem ser usadas para identificar peptideos antigénicos, possibilitando o diagndstico e
controle de doengas infecciosas, ndo infecciosas e parasitarias. O conhecimento de
metodologias in silico fornece uma orientacdo na escolha dos métodos a serem aplicados na
identificacdo de epitopos de célula B de proteinas antigénicas. Assim, esta revisdo apresenta
uma visao geral das metodologias de predicdo de epitopos de célula B disponiveis.

Palavras-chave: analise in silico, anticorpos, banco de dados, proteinas.

ABSTRACT

The identification of epitopes from bioinformatics programs has been widely used with the
purpose of their application in the immunodiagnosis regarding the use of vaccines and
immunotherapy of several diseases. B-cell epitope is a segment of an antigen which is
recognized by an secreted antibody or an membrane antibody. The epitopes of protein
antigens can be linear which encompass continuous segments of amino acids and
conformational epitopes that consist of discontinuous segments of amino acids with spatial
proximity in the protein structure. Nowadays, there are several bioinformatics tools for
predicting epitopes that can be used to identify antigenic peptides enabling the diagnosis and
control of infectious, non-infectious and parasitic diseases. The knowledge of methodologies
in silico provides guidelines concerning the choice of the methods to be applied in the
identification of B-cell epitopes of antigenic proteins. Therefore, this review presents an
overall view of the prediction methodologies of the available B-cell epitopes.

Keywords: In silico analysis, antibodies, database, proteins.
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INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral é uma doenga crénica causada por um protozoario do género
Leishmania que acomete homens e animais suscetiveis [1]. A doenca é endémica em 62
paises e estima-se que a incidéncia seja de 202.200 a 389.100 casos novos e com 40.000

mortes por ano no mundo [2].

Nas Ameéricas, a Leishmania chagasi (também conhecida como L. infantum) [3] € a
espécie comumente responsavel pelas formas clinicas da doenca visceral, sendo os caes
considerados os principais reservatorios domésticos desse protozoario. Em areas endémicas 0s
caes infectados, embora assintomaticos, servem de reservatorios para 0s vetores de

transmisséo (flebotomineos) aos humanos e animais suscetiveis [4].

No Brasil, a LV é um sério problema de Salde Publica em razdo de sua grande
distribuicdo geogréafica, especialmente na regido Nordeste [5]. O controle da transmissao ao
homem se faz por reducédo da populacdo de vetores, eliminacdo de hospedeiros domesticos

infectados e diagndstico e tratamento precoces de casos humanos [6].

Por ser uma doenca de notificacdo compulsoria e com caracteristicas clinicas de
evolucdo grave, o diagnostico deve ser feito de forma precisa e precoce. As técnicas
recomendadas no diagnostico da LV pelo Ministério da Salde sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o0 ensaio imunoenzimatico (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay — ELISA), ambos utilizando antigenos totais capazes de causar reacdes
cruzadas. O ELISA é uma técnica sorologica considerada de melhor escolha por ser pratica,
de facil padronizacdo e adequada para analise em massa [7]. No entanto, a sensibilidade e
especificidade dependem da qualidade do antigeno empregado. Testes soroldgicos usando
preparacfes antigénicas de extrato de Leishmania apresentam limitacdes quanto a

especificidade e reprodutibilidade [8] e ndo diferenciam a infeccdo subclinica da doenca ativa
[9].

Nas Ultimas décadas houve um crescente aumento na identificacdo e caracterizacdo de
antigenos de Leishmania. Em 1990, MacFarlane et al. [10] identificaram e caracterizaram um
antigeno do grupo de proteinas conservadas de Leishmania, denominada proteina de choque
térmico (Heat Shock Proteins — HSP) de 70kDa. Em 1992, Andrade e Kirchhoff [11]
monstraram que ndo houve reagdo cruzada entre pacientes com doengca de Chagas e

leishmaniose visceral quando o ensaio imunoenzimético foi realizado com HSP70 e HSP90
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recombinantes. Alguns estudos [12,13,14] relataram que o uso de antigenos recombinantes ou

purificados de Leishmania melhora a sensibilidade e especificidade do diagnostico.

Outra forma para producdo de antigenos para imunoensaio e desenho de vacinas é
através da sintese de peptideos que mimetizam epitopos de proteinas antigénicas do patégeno.
O uso desses peptideos sintéticos aumenta a especificidade de imunoensaios comparado aos
antigenos brutos [15]. No entanto, a identificacio de peptideos atraves de métodos
experimentais apresenta limitagbes como custo elevado e a demora no mapeamento de

antigenos ou peptideos/epitopos.

Um método alternativo para identificacdo de peptideos com potencial antigénico e ou

imunogénico é através da abordagem bioinformatica de predicéo de epitopos de célula B.

Na atualidade, varias ferramentas computacionais de predicdo de epitopos de célula B
estdo disponiveis para identificacdo de peptideos a serem aplicados em imunoensaios,
producdo de vacinas e imunoterapia. Assim, o conhecimento de metodologias in silico
fornece uma orientacdo na escolha dos métodos a serem aplicados na identificacdo de

epitopos de proteinas antigénicas.

Esta revisdo aborda algumas metodologias in silico usadas para predicdo de epitopos
lineares e conformacionais de célula B e relata os resultados do uso dessas ferramentas na

identificacdo de epitopos de proteinas de Leishmania infantum.

ASPECTOS IMUNOLOGICOS

Quando um agente patogénico invade o organismo de um individuo, os linfocitos B
reconhecem o0s antigenos do patdégeno e produzem anticorpos especificos. Desse modo, 0s
antigenos apresentam propriedades de antigenicidade e ou imunogenicidade. A antigenicidade
é a propriedade do antigeno para se ligar especificamente a anticorpos complementares;
enquanto que, a habilidade de um antigeno em induzir uma resposta imune é denominada de

imunogenicidade [16].

O antigeno corresponde a qualquer estrutura molecular, tal como proteinas,
carboidratos, lipideos, nucleotideos ou uma combina¢do dos mesmos [17]. Um epitopo ou
determinante antigénico é um segmento do antigeno que é reconhecido por um

anticorpo/linfocito B ou linfocito T, definido como epitopo de célula B e T, respectivamente.
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A regido do anticorpo ou receptor da célula B (BCR) que reconhece o epitopo é denominada
de paratopo. A célula B e anticorpos geralmente reconhecem antigenos soluveis. Por essa
razdo, os epitopos de célula B tendem a estar em locais altamente acessiveis, expostos na

superficie do antigeno.

Quando o antigeno é protéico, os epitopos de célula B podem ser lineares (continuos) ou
conformacionais (descontinuos). Epitopos lineares sdo pequenas sequéncias continuas de
residuos de aminoacidos do antigeno; enquanto que, 0s epitopos conformacionais sao
compostos por residuos de aminoécidos de sequéncias descontinuas, mas que estdo juntas

pelo dobramento da proteina na sua forma nativa [18].

BIOINFORMATICA

A bioinformatica representa uma nova e crescente area da ciéncia que utiliza métodos
computacionais para responder a questdes bioldgicas [19]. Presentemente, os procedimentos
da bioinformética sdo bem mais complexos do que apenas projetar e preencher bancos de
dados. Ela envolve a biologia, a ciéncia da computacdo, a matematica e a estatistica para
analisar dados de sequéncias biologicas, contetdo de genomas e para a predicdo de funcdo e
estruturas de macromoléculas, utilizando programas computacionais para fazer inferéncias a
partir de dados obtidos da biologia molecular moderna, fazer conexdes entre eles e derivar

predicdes importantes e relevantes [20].

Uma das areas de atuacdo da bioinformatica é a predicdo de epitopos de célula B. Os
métodos computacionais para predicdo de epitopos de proteinas antigénicas tém sido o foco
de pesquisas [21, 22, 23]. Os estudos in silico vem crescendo exponencialmente devido,
principalmente, a grande quantidade de dados gerados pela biologia molecular [24], e a
necessidade de desenvolvimento de tecnologias adequadas ao armazenamento, manuseio e
interpretacdo desses dados. Nas Ultimas décadas, varios algoritmos computacionais tém sido
desenvolvidos na busca por sequéncias de aminoacidos que possam ser comuns a peptideos

imunogénicos, capazes de induzir uma resposta imune [25].
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Banco de dados e ferramentas para anélises de dados

Um banco de dados compreende um arquivo de informacgdes, uma organizacdo légica
dessas informacdes e ferramentas para se ter acesso a elas. Os bancos de dados da biologia
molecular contém sequéncias de &cidos nucleicos e de proteinas, estruturais e funcdes de
macromoléculas, padrbes de expressdo, redes de vias metabélicas e cascatas de regulacdo
[20].

As bases de dados de epitopos consistem em uma colecdo de epitopos de patégenos
como virus, bactérias, protozoarios e fungos. Nos Gltimos anos, esses bancos de dados tém se
tornado uma fonte cada vez mais utilizada na busca de antigenos para aplicacdo em vacinas,
no diagnostico e como imunoterapicos. Além disso, bioinformatas utilizam as bases de dados

para explorar, refinar e desenvolver novas ferramentas e algoritmos [17].

IEDB (Immune Epitope Database and Analyses Resource — Base de Dados de Epitopos

Imune e Recursos de Analises)

O IEDB possui dados que permitem a predicao de epitopos de anticorpos e de célula T
para humanos, outros primatas, roedores e outras espécies. A curagem de epitopos, peptidicos
ou ndo, de agentes infecciosos, alérgenos, doencas autoimunes e aloantigenos €
constantemente atualizada. As bases de dados se destacam pela precisdo das informacGes
armazenadas e por apresentar 0s epitopos juntamente com o0s contextos experimentais em que
foram  determinados [26]. Os recursos estdo  disponiveis  gratuitamente

(www.immunepitope.com) e contém ferramentas preditivas e analiticas [17].

O desempenho das ferramentas de predicdo de epitopos foi avaliado rigorosamente por
varios autores [27, 28, 29, 30, 31] . Parametros rigorosos de acuracia, sensibilidade e valores
preditivos dos algoritmos foram definidos e consistentemente aplicados. Atualmente, o
principal determinante do desempenho de um algoritmo parece ser a quantidade de dados para

treinar e avaliar os preditores [17].

PREDICAO DE EPITOPOS

A predicdo de peptideos imunogénicos pode ser usada para producdo de anticorpos

antipeptideos, isto é, anticorpos usados em imunoensaios para identificar proteinas
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antigénicas especificas; como também peptideos capazes de induzir uma resposta imune
humoral in vivo, ou seja, peptideos capazes de provocar a producgdo de anticorpos que reagem
cruzadamente se ligando a moléculas especificas, a partir das quais o peptideo foi derivado
[16].

Durante alguns anos vérias tentativas foram feitas para descobrir peptideos que
mimetizassem epitopos de proteinas e que pudessem ser antigénicos e/ou imunogénicos. O
principal objetivo da predicdo de epitopos é para desenhar moléculas que possam substituir
antigenos em um processo de producdo ou deteccdo de anticorpos. O uso dessas moléculas
apresenta vantagens por serem de menor custo e ndo infecciosas, quando comparadas aos
organismos patogénicos que podem ser perigosos ao pesquisador ou ao animal experimental
[32].

Predicéo de epitopos de Celulas B

A identificacdo e caracterizacdo de epitopos de células B desempenham um importante
papel no desenho de vacinas, testes imunodiagnosticos e producdo de anticorpos. Os métodos
experimentais para identificacdo de epitopos de células B estdo divididos em duas categorias
— estrutural e funcional. Os métodos estruturais incluem a cristalografia de raio-X,
ressonancia magnética nuclear e microscopia eletronica de complexos antigeno-anticorpo.
Métodos funcionais para deteccdo e caracterizacdo da ligacdo antigeno-anticorpo utilizam
varias técnicas, como ressonancia da superficie plasmatica [33], a espectometria de massa
[34] e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, bem como imunoensaios, incluindo
ELISA, ELISPOT e Western blot [35].

Os estudos estruturais identificam o0s epitopos estruturais, também chamados de
determinantes antigénicos, definidos por um conjunto de residuos ou atomos na proteina
antigénica que estdo em contato com residuos ou atomos do anticorpo. Enquanto que, 0s
epitopos funcionais sdo determinados através de ensaios funcionais, e consistem de residuos
de antigenos que contribuem significantemente para ligacdo ao anticorpo [36]. Epitopos
funcionais em proteinas sdo geralmente menores do que 0s epitopos estruturais; apenas trés a
cinco residuos do epitopo estrutural contribuem de modo significativo para a energia de

ligagdo antigeno-anticorpo [37].

Vérios métodos computacionais vém sendo desenvolvidos e usados como ferramentas

para predicdo de epitopos continuos e descontinuos de proteina. Embora se acredite que a
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maioria dos epitopos de célula B sejam descontinuos [38], os estudos de identificacdo de
epitopos através dos métodos de bioinformatica tém focado primariamente sobre 0s epitopos
lineares [39], por usar na entrada do programa a sequéncia de aminoécidos da proteina e por
ser necessario, na maioria dos métodos de predi¢do de epitopos descontinuos de célula B, o

conhecimento da estrutura tri-dimensional da proteina [16].

Predicéo de epitopos lineares

A razdo das predicdes de epitopos lineares encontra-se na suposicao de que peptideos
sintéticos correspondentes a segmentos lineares em proteinas podem induzir a producdo de
anticorpos antipeptideos que, por sua vez, podem reagir de forma cruzada com o antigeno da
proteina nativa (os chamados anticorpos com reatividade cruzada), além de neutralizar a
infectividade do patdégeno abrigando o antigeno (os chamados anticorpos neutralizantes com

reatividade cruzada) [32].

A maioria dos algoritmos utilizados baseia-se no pressuposto que 0S epitopos
reconhecidos por respostas de anticorpos sdo expostos em superficies de proteinas e/ou séo
ricos em residuos de aminoacidos especificos [17]. De acordo com Barlow et al., (1986) as
partes continuas na superficie de uma proteina se localizam predominantemente nas al¢as e/ou

regides salientes da molécula [18].

O primeiro método para predicédo de epitopo linear foi desenvolvido por Hopp e Woods
em 1981 [40], baseado na propriedade dos aminoacidos. De acordo com esse método, 0s
epitopos sdo encontrados em regides da proteina que tem alto grau de exposi¢cdo ao solvente.
Os autores atribuiram a cada aminoacido, em uma sequéncia, a escala de hidrofilicidade. A
partir de entdo, outros trabalhos de predicdo de epitopos lineares usaram as propriedades
fisico-quimicas dos aminoacidos, tais como hidrofilicidade [41], flexibilidade [42],
acessibilidade ao solvente [43] e estrutura secundaria [44] para prever 0s sitios antigénicos na

proteina.

Pellequer et al. (1991) [45] reuniram varios métodos de predicdo de epitopos lineares
que utilizavam escalas de propensdo de aminoacidos baseados nas propriedades fisico-
quimicas, e os avaliaram quanto a taxa de sucesso. A comparacao de 12 escalas aplicadas a
85 epitopos lineares identificados em 14 proteinas demonstrou que a maioria das escalas
apresentou de 50 a 62% de predi¢Oes corretas [45]. Em 1993, os mesmos pesquisadores

observaram que a escala beta-turn apresentou bom desempenho, predizendo corretamente
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70% dos epitopos conhecidos [46]. Posteriormente, Saha e Raghava (2004), através do
programa BcePred, utilizaram vérias propriedades escalares combinadas e observaram uma
melhora na acurdcia da predicdo de epitopos lineares de célula B quando comparada a
utilizacdo de uma Unica escala [47].

A qualidade preditiva dos métodos baseados em uma Unica propriedade foi criticamente
avaliada por Blythe e Flower (2005), que motivaram o desenvolvimento de novos métodos
com abordagem mais avancada para predicdo de epitopos lineares [48]. Assim, varios
métodos usando abordagens de aprendizagem de maquinas foram publicados, tais como os
métodos BepiPred [27], ABCpred [49] e o BEST (Ferramenta de predicdo de epitopo de
célula B usando maquina vetor de suporte) [50].

Os métodos de predicdo de epitopos baseados em aprendizagem de méaquinas tem
apresentado uma maior acurdcia comparado aos que usam apenas propriedades fisico-
quimicas. Entretanto, ndo ha uma ferramenta preditiva perfeita, todos tém pontos fortes e
fracos [51].

Predicéo de epitopos conformacionais

A predicdo de epitopos conformacionais ou descontinuos em proteina baseia-se no
conhecimento da estrutura tri-dimensional (3D) da proteina. Levando-se em consideracédo que
tais epitopos estdo localizados na superficie da proteina, tornando-se favoravel a ligacdo aos

anticorpos [16].

Diferentes abordagens de predicdo de epitopos tornaram-se possiveis somente apos a
primeira estrutura de raio-X de um complexo proteina-anticorpo ter sido solucionada em 1986
[52]. Baseado nas propriedades estruturais, Jones e Tornton (2000) conseguiram predizer
epitopos sobre a superficie da subunidade B da gonadotrofina coriénica humana (BhCG) [53].
Por conseguinte, uma variedade de ferramentas da bioinformatica para predi¢do de epitopos
conformacionais baseado na estrutura 3D de proteinas foram desenvolvidas, tais como
EPIMAP [54], CEP [55], DiscoTope [56] e Mapitope [57]. Todos eles apresentam diferentes
desempenhos; por exemplo, o CEP prediz com mais acuréacia do que o DiscoTope. Métodos
mais recentes usando modelos de aprendizagem de maquinas incluem o EPSVR e EPMeta
[58].

A aplicacdo dos modelos computacionais para predicdo de epitopos baseado na

estrutura € limitado pelo nimero ainda restrito de estruturas antigénicas disponiveis.
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Atualmente, existem métodos de predicao de epitopos conformacionais baseados na sequéncia
primaria de aminoacidos, tais como CBTope [30], BEST [50] e a mais recente técnica
proposta por Zang et al. (2012) que retine multiplos modelos de aprendizagem de maquinas
[59].

METODOS PARA PREDICAO DE EPITOPOS DE CELULA B

A maioria dos métodos computacionais de bioinformatica para predicdo de epitopos de
células B estd disponivel on line e compreende métodos baseados na sequéncia e metodos

fundamentados na estrutura da proteina.

Os métodos baseados na sequéncia da proteina sdo geralmente utilizados para predicao
de epitopos continuos ou lineares. Entretanto, foram propostos novos métodos baseados em

sequéncia para predicdo de epitopos conformacionais [30, 50].

Geralmente, os métodos de predicdo sdo testados sob um conjunto de epitopos de

referéncia. Segue alguns dos métodos baseados na sequéncia da proteina:

- Métodos baseados em escalas de aminoacidos

Esses métodos aplicam uma escala de aminoécido para calcular o escore de um residuo i
em uma dada sequéncia protéica. Os residuos vizinhos i-(n-1)/2 em cada lado do residuo i séo
usados para calcular o escore para o residuo i em uma janela de tamanho n. O escore final do
residuo i é a média dos valores escalares para n aminoacidos na janela. O residuo i (central) é
predito positivo se seu escore for maior do que um limiar pré-determinado. Neste caso, esse

escore do residuo do centro reflete a probabilidade do residuo fazer parte de um epitopo [16].

Em geral, o tamanho da janela de 5 a 7 aminoacidos é apropriado para encontrar regides

gue podem potencialmente ser antigénicas.

Desse modo, os calculos de predicdo dos métodos escalares sdo baseados nas escalas de
propensdo para cada um dos 20 aminoacidos da sequéncia de proteina, e esses valores
escalares sdo obtidos de acordo com as propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos tais

como, hidrofilicidade, flexibilidade, acessibilidade, voltas (turns) e antigenicidade [29].
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e Método de Parker de escala de hidrofilicidade (Parker, Guo, e Hodges, 1986)

A escala de hidrofilicidade de Parker foi determinada experimentalmente usando
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) sobre um conjunto de 20 peptideos
sintéticos para cada um dos 20 aminoécidos. O valor hidrofilico para cada aminoécido é
atribuido conforme o tempo de retencdo para cada peptideo. Nos célculos foi usada uma
janela de sete residuos.

e Método de Karplus e Schulz de escala de Flexibilidade (Karplus e Schulz, 1985)

Nesse metodo, a escala de flexibilidade é construida com base na mobilidade de
segmentos proteicos derivado de fator B de temperatura dos atomos de Carbono o de 31

proteinas de estrutura conhecida.

e Método Emini de escala de acessibilidade ao solvente (Emini et al., 1985)

Nesse método os calculos sdo baseados na escala de acessibilidade a superficie, que foi
determinada por Janine e Wodak (1978) [60] e reflete a probabilidade de aminoacidos estarem
na superficie exposta de proteinas. Quando o escore ou valor de um hexapeptideo da
sequéncia for maior do que o limiar, isso indica um aumento da probabilidade deste peptideo

(epitopo) ser encontrado na superficie.

e Método Chou e Fasman de predi¢do B-turn (Chou e Fasman, 1978)

O método baseia-se no célculo da probabilidade de um trecho de residuos fazer parte da
estrutura secundaria B-turn (p-volta). Cerca de um a quatro de todos os residuos da proteina

estdo em B-turn [61].

Viarios métodos tém sido desenvolvidos para identificacdo da localizagdo de B-turn
(voltas) em uma sequéncia de proteinas. A maioria dos métodos sdo empiricamente baseados
na abordagem da preferéncia posicional, que usa as propriedades do residuo em posicoes i a

i+3 para calcular a frequéncia posicional e parametros conformacionais [52].
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e Método de Kolaskar e Tongaonkar de escala de antigenicidade (Kolaskar e
Tongaonkar, 1990)

Os valores escalares de propensdo antigénica (Ap) séo calculados para cada aminoécido
usando a relagdo Ap= fag/fs. Para isso, os autores calcularam a frequéncia de ocorréncia de
cada tipo de aminoacido (fag) em 156 epitopos determinados experimentalmente a partir de 34
proteinas diferentes, e calcularam também a frequéncia de ocorréncia dos aminoécidos na
superficie (fs) das proteinas, baseados em escalas de Parker [41]. Cerca de 75% dos epitopos
foram corretamente preditos aplicando a escala de propenséo antigénica para 0s epitopos para
0s quais a escala foi construida [62].

- Método BcePred (Saha e Raghava, 2004)

BcePred fornece predicdo de epitopos de células B, utilizando abordagem tradicional
com base em varias propriedades fisico-quimicas combinadas. A acuracia desse método é de
58.70%. Adicionalmente, um servidor web foi desenvolvido para operacionalizar o método
de predicdo de epitopos de célula B em uma sequéncia antigénica. Esse servico esta

disponivel on line (http://www.imtech.res.in/raghava/BcePred/).

O programa BcePred permite ao usuario selecionar as propriedades fisico-quimicas
dos residuos de aminoacidos, isto €, selecionar os parametros escalares, de forma individual
ou combinada. Conforme os resultados, os residuos de aminoacidos com valores acima do

valor do limiar padrdo séo considerados epitopos de célula B predito [47].

Outro recurso de andlise de interesse imunoldgico que hospeda ferramentas preditivas é
o IEDB. Esse programa retne cinco métodos escalares de predicdo de epitopos de célula B
linear que incluem os parametros escalares turns, acessibilidade, flexibilidade, antigenicidade

e hidrofilicidade; além de incorporar o método BepiPred [63].

- Métodos baseados em aprendizagem de maquinas

Aprendizagem de maquinas consiste em programas de computadores que permitem ao
computador aprender, isto é, permitem ao computador melhorar seu desempenho através do

uso de dados de treinamento ou experiéncia [64].


http://www.imtech.res.in/raghava/bcepred/
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Destacaremos trés métodos com abordagem de aprendizado de maquinas: BepiPred,
ABCpred e CBtope.

e Método BepiPred (Lansen, Lund,e Nielsen, 2006)

Esse método é baseado na combinacdo do modelo oculto de Markov e duas escalas de
aminoacidos, escala de hidrofilicidade de Parker [41] e escala de estrutura secundaria de
Levitt [65]. Essas escalas foram consideradas serem de melhor desempenho entre cinco
métodos escalares, utilizando um conjunto de dados de Pellequer [46].

e Meétodo ABCpred (Saha e Raghava, 2006)

O método ABCpred aplica rede neural artificial para predicao de epitopos continuos na
sequéncia de proteinas. Esse método foi treinado sob um conjunto ndo redundante de 700
epitopos da base de dados Bcipep [66] e 700 peptideos derivados aleatoriamente da base de

dados do Swiss-Prot. O método alcangou uma acurécia de aproximadamente 66% [49].

e Método CBtope (Ansari et al., 2010)

O CBtope é um método para predicdo de epitopos conformacionais de célula B a partir
de sequéncia primaria antigénica e teve sua maior acuracia (86,59%) quando usou uma janela
de 19 residuos de aminoacidos. Esse preditor é baseado no modelo de vetores de
aprendizagem de maquinas que predizem os residuos de aminoacidos na proteina que interage
com anticorpos. Foi observado que esse modelo baseado em sequéncia é tdo bom quanto os

baseados em estrutura [30].

ESTUDOS DE APLICACAO DA PREDICAO DE EPITOPOS PARA O
DIAGNOSTICO E O DESENHO DE VACINAS

Métodos computacionais para predi¢do de epitopos vém sendo usados na busca por
peptideos para aplicacdo em imunodiagndsticos e vacinas. Quando usado em testes
diagndsticos, o peptideo deve ser antigénico, isto é capaz de se ligar a um anticorpo

especifico. Hsueh et al., (2004) encontrou 100% de especificidade no diagndstico da sindrome
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respiratéria aguda severa usando um ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

constituido de um peptideo sintético formado por epitopos continuos [67].

Em um estudo com L. chagasi, objetivando identificar novos antigenos, 41 proteinas
foram mapeadas para epitopos de célula B usando o programa BepiPred. Dos 180 peptideos
preditos pelo programa, sintetizados e testados em imunoensaio, 25 desses demonstraram ser

de interesse para uso no sorodiagnostico da LV [68].

Faria et al. (2011) mapearam epitopos de célula B de proteinas imunogénicas de L.
infantum usando os programas ABCPred, BCPred e BepiPred; os peptideos preditos foram
sintetizados e testados em imunoensaio. A predicdo de epitopos de célula B usando
ferramentas de bioinformatica demonstrou grande eficiéncia em razdo da maioria dos
peptideos/epitopos terem sido imunogénicos no imunoensaio. Ademais, dos 360 peptideos
testados 10 foram os mais reativos (especificos) no sorodiagnostico da leishmaniose visceral
canina (LVC), e foram os epitopos preditos simultaneamente pelos programas ABCPred,
BCPred, e destes 10, nove eram peptideos comuns aos trés programas de predicdo. Estes
peptideos demonstraram boa reatividade como antigenos e foram capazes de renconhecer
anticorpos especificos em ELISA, demonstrando, assim, serem de interesse para uso no
sorodiagnostico da LVC [69].

Em outros estudos tém sido observado resultados promissores com o uso de epitopos de
célula B preditos por técnicas de predicao de bioinformatica. Sharma et al. (2013) idetificaram
epitopos de célula B de proteina alergénica usando varias ferramentas de bioinformatica,
modificaram as regides dos epitopos com propriedades alergénicas e observaram uma

reducdo na especificidade destas regides através do ELISA [70].

Outra aplicacdo da predicdo de epitopos é no desenho de vacinas de peptideos que
imitam epitopos imunogénicos. Peptideos da regido N-terminal de proteinas virais (VP2)
acoplados a um carreador induziram resposta imune protetora contra a parvovirose em caes e
vison [71]. Para um peptideo ser considerado candidato a vacina € preciso primeiramente
demonstrar antigenicidade. Além disso, sua possivel imunogenicidade precisa ser testada
experimentalmente e, para alcancar imunogenicidade suficiente, a vacina sintética deve

incluir epitopos de célula T [72].
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisdo de literatura relata o papel da bioinformatica como ferramenta util na
identificacdo de epitopos lineares e conformacionais de célula B e sua aplicacdo no
diagndstico e desenho de vacinas. A sequéncia do epitopo pode ser usada para produzir um
peptideo sintético que pode sofrer mudangas conformacionas produzindo um antigeno
adequado que imita a estrutura nativa da regido antigénica da proteina, sendo capaz de se ligar
e/ou estimular a producdo de anticorpos especificos. A predicdo de epitopos ainda tém
limitacOes quanto a acuréacia dos métodos, ao banco de epitopos utilizado e ao nimero restrito
de estrutura terciaria (antigénica) disponivel; sendo necessarios estudos que melhorem a
acuracia dos métodos de predicao; isso pode ser obtido melhorando a qualidade dos bancos de
dados de epitopos que sdo usados para avaliar a eficiéncia dos métodos. Apesar das
limitagBes, alguns estudos usando a bioinformatica demonstraram que varios epitopos
preditos in silico submetidos a sintese de peptidios e testados em imunoensaios apresentaram
resultados satisfatorios, demonstrando a eficiéncia dos métodos de predicédo, sua utilidade na
identificacdo de novos antigenos, sobretudo de L. infantum, e sua aplicacdo no
desenvolvimento de testes diagnosticos mais precisos e desenho de vacinas. Ademais, foi
observado que os métodos de identificacdo de epitopos in silico apresentam vantagens por
serem rapidos, de menor custo, reprodutiveis e mais simples do que o0s métodos

convencionais.
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RESUMO

Epitopos de célula B sdo sequéncias de aminoéacidos de um antigeno reconhecidas por
anticorpos soluveis e de membrana de célula B. A identificacdo de epitopos de célula B em
proteinas é importante na aplicacdo de imunodiagndstico e controle de doencas por vacinas. O
objetivo deste estudo foi identificar in silico epitopos lineares e conformacionais de célula B a
partir das proteinas cisteina peptidase calpaina-like, redutase tiol dependente 1 (TDR1) e
HSP70 de Leishmania infantum; selecionar os epitopos lineares comuns aos métodos de
predicdo e verificar a estrutura secundaria dessas proteinas. A identificacdo de epitopos
lineares foi realizada pelos programas de predicdo IEDB, BepiPred e BcePred. A
sobreposicdo dos epitopos preditos por esses trés programas gerou um total de 148 epitopos
lineares a partir das trés proteinas. Os epitopos conformacionais foram identificados pelo
servidor CBtope. Foram preditos 164 epitopos conformacionais, a maioria localizada na
regido dos epitopos lineares. A predicdo da estrutura secundaria foi realizada pelo PHD. Nas
proteinas TDR1 e HSP70, os epitopos preditos estdo localizados em regides de alfa hélices e
randomica. Novos epitopos lineares e conformacionais de célula B de proteinas de L.
infantum foram identificados in silico e, baseado no conhecimento prévio da imunogenicidade
da HSP70, a predicdo por varios programas garante uma maior acuracia dos resultados.

Palavras-chave: Bioinformatica, Kalazar, Biologia molecular, Biologia sintética, Vacina.

ABSTRACT

B-cell epitopes are amino acid sequences of an antigen recognised by soluble antibodies and
B-cell membranes. Identifying B-cell epitopes in proteins is important for applying
immunodiagnostics and for disease control by vaccines. This study aimed to identify in silico
linear and conformational B-cell epitopes from the calpain-like cysteine peptidase (CP), thiol-
dependent reductase 1 (TDR1) and HSP70 proteins of Leishmania infantum, to select the
common linear epitopes to different methods of prediction and to verify the secondary
structure of these antigen proteins. The identification of linear epitopes were performed by
Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB), BepiPred and BcePred prediction
programs. The overlap of predicted epitopes by these three programs generated a total of 148
linear epitopes from the three proteins. The conformational epitopes were identified using the
CBTope server. In total, 164 conformational epitopes were predicted, mostly located in the
linear epitope region. The predicted epitopes are located in a helix and random coil regions in
the TDR1 and HSP70 proteins. New linear and conformational B-cell epitopes of L. infantum
proteins were identified in silico, and the prediction using various programs ensures greater
accuracy of the results based on prior knowledge of the immunogenicity of HSP70.

Keywords: Bioinformatics, Kalazar, Molecular biology, Synthetic biology, Vaccine.
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Introducéo

A identificacdo de regides antigénicas/imunogénicas em antigenos protéicos tem uma
importante aplicagdo no diagnostico e no controle de doencas infecciosas através de vacinas.
Por outro lado, a producdo e uso de antigenos nativos para testes diagnosticos e ensaios
vacinais é dificultada pela variacdo das espécies, além de implicar em custos elevados para a
purificacdo, sobretudo na producdo de vacinas [1]. Uma alternativa para resolver essas
limitagBes é o uso de peptideos sintéticos construidos a partir de epitopos identificados com
ferramentas computacionais para predicdo de peptideos antigénicos e/ou imunogénicos
[2,3,4].

Epitopos de células B sdo partes de um antigeno proteico reconhecido por anticorpos e
receptores de membrana de células B especificos [5]. Os epitopos de proteinas antigénicas
podem ser lineares (continuos) ou conformacionais (descontinuos). Os epitopos lineares séo
pequenas sequéncias continuas de residuos de aminoacidos do antigeno, enguanto que 0s
epitopos conformacionais sdo compostos por residuos de aminoacidos de sequéncias

descontinuas que se encontram juntos no antigeno nativo pelo dobramento da proteina [6].

O primeiro método (Hopp e Woods, 1981) para predicéo de epitopo linear foi baseado
nas propriedades dos aminoacidos [7], pressupondo que regides hidrofilicas das proteinas sdo
predominantemente localizadas na superficie, sendo potencialmente antigénicas.
Posteriormente, Parker et al. (1986)[8] usaram a escala hidrofilica modificada e verificaram
uma melhora na predicdo de epitopos quando comparado ao método de Hopp e Woods [7].
Outros trabalhos de predicdo de epitopos de célula B foram publicados baseados nas
propriedades fisico-quimicas dos aminonodacidos tais como flexibilidade [9] e acessibilidade
ao solvente [10]. Kolaskar e Tongaonkar (1990) [11] usaram o parametro antigenicidade para
prever sitios antigénicos em proteinas e observaram uma acuracia do método em torno de
75%. Posteriormente, Pellequer et al. (1993) [12] verificaram uma correlacdo entre sitios

antigénicos e predicdo de voltas (turns) na proteina.

Os varios metodos de predicdo de epitopos lineares de célula B que utilizam escalas de
propensdo de aminodcidos, baseadas nas propriedades fisico-quimicas, foram avaliados
quanto a taxa de sucesso. Uma comparacdo de 12 escalas aplicadas a 85 epitopos lineares

identificados em 14 proteinas demonstraram que a maioria das escalas apresentou de 50 a
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62% de predicOes corretas [13]; a escala B-turn teve o melhor desempenho, predizendo

corretamente 70% dos epitopos conhecidos [12].

O programa BcePred é um dos programas para predicao de epitopos lineares de célula
B [14]. Este programa reune sete diferentes escalas fisico-quimicas dos métodos de predigdo
escalares existentes que podem ser usadas individualmente ou combinadas. As analises do
BcePred usando as propriedades escalares combinadas, tais como hidrofilicidade [8],
flexibilidade [9], polaridade [15] e superficie exposta [16], demonstraram uma melhor

acurécia (58,7%) quando comparado a outras combinagdes e com o uso de escala Unica [14].

Na ultima década, métodos mais sofisticados baseados em modelos de aprendizagem
de maquinas foram desenvolvidos na tentativa de melhorar a acuracia de predicdo de epitopos
[17]. O programa BepiPred [18] é baseado na combinagdo do modelo oculto de Markov com
dois métodos escalares: escala de hidrofilicidade de Parker [8] e escala de estrutura secundaria
de Levitt [19]. Esse programa demonstrou que o desempenho de escalas combinadas € melhor
do que o desempenho de apenas uma Unica escala. Atualmente, 0 método BepiPred esta
incorporado no programa IEDB (Base de Dados de Epitopos Imunes e Ferramentas de

Analise) [20] que é uma técnica em fase crescente de utilizacéo [21].

A ferramenta preditiva ABCpred utiliza rede neural artificial e quando aplicado obteve
uma acuracia maxima de 66% [22]. De forma geral, a acurécia dos preditores de epitopos
lineares, que usam mualtiplas escalas de aminoacidos ou sofisticadas técnicas de

aprendizagem, é de aproximadamente 60 a 66% [23].

Novas metodologias in silico de predicdo de epitopos de célula B também foram
desenvolvidas usando modelos vetores de suporte de maquinas (VSM). Os VSM sdo uma
classe de métodos de aprendizagem de maquinas supervisionada usadas para classificacdo e
regressdo. As ferramentas que empregam essas metodologias incluem BCPred [24], COBEpro
[25] e os mais recentes métodos baseados em sequéncia, CBtope [26] e BEST [27]. O
preditor CBtope foi proposto para predicdo de epitopos conformacionais, e utiliza multiplas

propensdes, com acuracia de 86,59%.

Vaérios estudos vém sendo realizados usando peptideos sintéticos que imitam epitopos
no diagnostico de doengas infecciosas e parasitarias [28], alergias [29], doencas autoimunes e
canceres [30,31]. O primeiro passo no desenho de peptideos sintéticos para aplicacdo em
vacinas e no imunodiagnéstico das doencas € identificar potenciais epitopos. A combinagdo

de métodos e uma analise dos resultados podem reduzir o nimero de epitopos potencialmente
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Uteis e consequentemente otimizar recursos e esforgos para a identificacéo in vitro e in vivo de

epitopos efetivamente Uteis.

Este trabalho descreve e analisa a predicdo de epitopos de células B de proteinas

antigénicas de L. infantum através de ferramentas de bioinformatica.

Metodologia

Origem das sequéncias proteicas

Os genes correspondentes as proteinas analisadas neste estudo foram identificados por
immunoscreening de uma biblioteca de DNA complementar (cDNA) de Leishmania chagasi,
empregando soro de humanos com leishmaniose visceral, realizado em um trabalho anterior.
As sequéncias nucleotidicas parciais foram obtidas pelo sequenciamento do cDNA

correspondente.

Identificacdo dos genes em L. infantum, correspondentes aos cDNAs seqiienciados

As sequéncias parciais dos cDNAs foram submetidas a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool - http://www.genedb.org/blast/submitblast/GeneDB_Linfantum) no
GeneDB (www.genedb.org) para identificacdo das sequéncias génicas completas no genoma
de L. infantum JPCM5. As sequéncias de aminoacidos deduzidas de cada gene foram
armazenadas no formato FASTA para posterior utilizacdo nos programas de predicdo de

epitopos.

Foram analisadas trés proteinas de L. infantum denominadas: cisteina peptidase (putative
calpain-like cysteine peptidase, G1:146090707), redutase tiol dependente 1 (thiol-dependent
reductase 1, G1:146097469) e proteina de choque térmico de 70 kDa - HSP70 (heat-shock
protein, GI:758136.1), com 6168, 450 e 653 aminoéacidos (aa), respectivamente.

A proteina HSP70 foi utilizada como um controle da predicdo pela presenca de

epitopos imunodominantes identificados experimentalmente (Quijada et al., 1996)[32].


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genedb.org/
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Predigdo de epitopos lineares e conformacionais de célula B

Para determinacdo de epitopos lineares, as sequéncias proteicas de L. infantum foram
submetidas aos servidores Web IEDB[20] BepiPred [18] e BcePred[14]. O IEDB e o BcePred
sdo baseados em métodos de escala de propensdo de acordo com as propriedades fisico-
quimicas dos aminoacidos. O método BepiPred, também uma das ferramentas do IEDB, é
uma combinagdo do modelo oculto de Markov com dois métodos escalares: hidrofilicidade
de Parker[8] e estrutura secundaria de Levit[19].

Os métodos de predicdo de epitopos de célula B, que sdo comuns aos programas IEDB
e BcePred utilizados neste estudo, foram baseados nas escalas: hidrofilicidade[8],
flexibilidade[9] e acessibilidade ao solvente[10]. Os epitopos de célula B lineares que foram
comuns, parcialmente ou totalmente, aos métodos escalares de hidrofilicidade, flexibilidade e
acessibilidade do IEDB e do BcePred foram comparados com os resultados do BepiPred. Os
epitopos lineares comuns aos trés programas foram selecionados para verificar a frequéncia

dos residuos de aminoacidos.

Os métodos escalares que fazem parte dos programas IEDB e BcePred utilizam nos
calculos de predicdo uma janela movel composta de 6-7 aminoacidos. Segundo Manzalawy et
al. (2008), esses métodos realizam uma varredura da sequéncia de aminoacidos usando uma
janela mdvel e atribui um escore ao aminoacido central da janela que corresponde a média dos
valores escalares dos aminoacidos da janela [33]. O residuo de aminoacido central é predito
positivo se seu escore for maior do que um limiar predeterminado e esse escore reflete a

probabilidade do aminoéacido fazer parte de um epitopo.

O programa CBtope foi usado para predi¢do de epitopos conformacionais de célula B
[26]. Esse programa utiliza uma janela de 19 residuos de aminoacidos para analisar a regido

do epitopo conformacional [26].

As configuracbes padréo foram aplicadas a todas as ferramentas usadas.

Predicéo da estrutura secundaria

A estrutura secundaria das proteinas foi predita através do servidor PHD (http://npsa-

pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_phd.html).
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Resultados

Predicdo de epitopos de célula B

Os programas IEDB, BcePred e BepiPred identificaram 130, 103 e 437 epitopos lineares,
respectivamente, obtidos a partir das trés proteinas, cisteina peptidase (CP), redutase tiol
dependente 1 (TDR1) e proteina de choque térmico (HSP70). A quantidade de epitopos e 0

tamanho das proteinas estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1- Quantidade de epitopos lineares preditos por cada programa a partir das proteinas
de L. infantum cisteina peptidase (CP), redutase tiol dependentel (TDR1) e proteina de
choque térmico (HSP70)

) IEDB* BcePred* BepiPred
Proteinas Total AA % - % - %
CP 6168 114 87,7% 84 81,6% 382 87,4%
TDR1 450 6 4,6% 5 4,8% 19 4,4%
HSP70 653 10 7,7% 14 13,6% 36 8,2%
TOTAL 7271 130 100% 103 100% 437 100%

*Apenas 0s epitopos comuns aos métodos escalares: hidrofilicidade, flexibilidade e acessibilidade.

Através da sobreposicao dos programas do IEDB, BepiPred e BcePred, foram preditos
357 epitopos lineares para a proteina CP, dos quais 130 foram comuns, parcialmente ou
totalmente, aos trés programas. Dos 19 epitopos da proteina TDR1 preditos pelos trés
métodos (Tabela 1), apenas quatro foram comuns a todos os programas, conforme

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2 - Epitopos lineares da proteina TDR1 de L. infantum preditos pelo IEDB, BepiPred e
BcePred.

PROGRAMAS POSICAO SEQUENCIA EPITOPO
1;2;3° 39-54 REEMPQWYKQINPRET Ptl
1,2;3 55-70 VPTLEVGNADKRFMFE Pt2
1,2;3 195-214 AAQRASVRETSPTAAQCIEN Pt3
1,2;3 310-324 ALVPRGDAEKEYEVG Pt4

IEDB (1), BepiPred (2), BcePred (3).

Para a HSP70, dos 37 epitopos preditos, 14 foram comuns aos trés programas (Tabela
3).
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Tabela 3 - Epitopos lineares da proteina HSP70 de L. infantum preditos pelos programas
IEDB, BepiPred e BcePred

PROGRAMAS POSICAO SEQUENCIA EPITOPO
1;2;3° 28-46 IHTANDQGNRTTPSYVAFTD Phl
1;2;3 105-121 SVQYRGEEKTFTPEEIS Ph2
1,2;3 149-165 AYFNDSQRQATKDAGTI Ph3
1,2;3 183-197 YGLDKGDDGKERNVL Ph4
1,2;3 241-261 FFTEEFKRKNKGKNLASSHRA* Ph5
1,2;3 323-335 LQDAKMDKRSVHD Ph6
1,2;3 380-393 FILTGGKSKQTEGL Ph7
1,2;3 488-506 LNVSAEEKGTGKRNQITIT Ph8
1,2;3 504-524 TITNDKGRLSKDEIERMVNDA** Ph9
1;2;3 525-545 MKYEEDDKAQRDRVEAKNGLE*** Ph10
1;2;3 546-564 NYAYSMKNTLSDSNVSGKL Ph1l
1;2;3 558-576 SNVSGKLVSGKLEDSDKATLNKEI Ph12
1,2;3 581-599 EWLSSNQEAAKEEYEHKQK Ph13
1,2;3 587-605 QEAAKEEYEHKQKELESVC Ph14

% IEDB (1), BepiPred (2), BcePred (3); *Epitopo imunodominante e espécie especifico H17; residuos
de aminoacidos presentes nos epitopos H35** e H36*** (QUIJADA et al., 1996).

O epitopo Ph5 (aa 241-260) possui todos os residuos de aminoacidos do epitopo H17
(FFTEEFKRKNKGKNLASSHR) identificado como espécie especifico por Quijada et al.,
(1996). Os epitopos Ph9 e Ph10 possuem a sequéncia parcial dos residuos de aminoacidos dos
epitopos H35 e H36 que também foram imunogénicos e identificados pelo mesmo autor. Os
epitopos Ph2, Ph4, Ph7 e Ph8 ndo foram indicados como imunogénicos no ensaio do Quijada
et al., (1996) (tabela 3).

No programa CBtope foram preditos 143, 11 e 10 regibes de epitopos
conformacionais para as proteinas CP, TDRL1 (tabela 4) e HSP70 (tabela 5). Dos 143 epitopos
conformacionais da CP, 67 contém, de forma total ou parcial, residuos de aminoacidos de
epitopos lineares. Ja para a proteina TDR1, trés epitopos lineares (Ptl, Pt3 e Pt4) estdo
incluidos, total ou parcialmente, entre 0s onze epitopos conformacionais preditos (tabela 4).
Para a proteina HSP70, dois epitopos sdo exclusivamente conformacionais e oito contém

residuos de aminoacidos de epitopos lineares, parcialmente ou totalmente (tabela 5).
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Tabela 4 - Epitopos conformacionais de célula B da proteina TDR1 (GI:146097469) de L.
infantum preditos pelo CBtope.

N° de Epitopo
residuos Posicdo Sequéncia Conformacional
epitopos® (Pect)

FCHRVEIVAREKQVSYDRVAVGLREEMPQWYK Pectl

36 (43) 16-57 8| NPRETVPT* 0
21 (24)  117-140 LRDPLSGEKRKAMDDNAAYVDGLL Pect2

6(09)  161-169 ALVPFLVRL Pect3
10 (12)  208-219 AAQCIENYRHLV Pect4

LFCPFVDRARLASELRKFQMHIVEVPLHPQPEWY Pect5

28 (44)  238-281 KYI NPRQDTVP °

5(09)  293-301 ESQLIVQYI Pect6

9(11)  311-321 LVPRGDAEKEY Pect7

4(04)  374-377 FGGK Pect8

9(10)  389-399 LVRAKAFMPE Pect9
11 (18)  413-430 LNGLAEAGMATPEAKSVF Pect10

6 (06)  445-450 RRAQSG Pect11

*tamanho da regido do epitopo conformacional esta entre paréntese; * os aminoacidos em negrito
fazem parte dos epitopos lineares da mesma regido.

Tabela 5 - Epitopos conformacionais de célula B da proteina HSP70 (GI:758136) de L.
infantum, preditos pelo CBtope.

Nuamero Epitopo
de Sequéncia Conformacional
residuos  Posicado q (Pec)
epitopos?
17 (20) 21-40 WQNERVDIIANDQGNRTTPS* Pechl
22 (35) 48-82 ERLIGDAAKNQVAMNPHNTVFDAKRLIGRKFN Pech2
DSV
15(29) 136-164 LGKQVKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGT Pech3
RVLQDAKMDKRSVHDVVLVGGSTRIPKVQSL Pech4
27 (38)  321-359 VSDFEGGK
6 (06) 381-386 ILTGGK Pech5
21 (23)  427-449 SQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER** Pech6
21 (32)  476-507 IEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQITITN Pech7
4 (04) 539-542 EAKN Pech8
11 (15)  561-575 SGKLEDSDKATLNKE Pech9
5 (07) 603-609 SVCNPIM Pech10

*tamanho da regido do epitopo conformacional esta entre paréntese; * os aminoacidos em negrito
fazem parte dos epitopos lineares da mesma regido; ** A sequéncia peptidica NQPGVHIQVFEGER
corresponde ao epitopo imunodominante H30 (Quijada et al. 1996).
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Comparando os epitopos lineares e conformacionais, sobrepostos ou ndo, percebe-se que a
analise da HSP70 encontrou sete epitopos descritos como imunogénicos por Quijada et al.
(1996)[32]. QOutros sete estavam no limite do cut off estipulado pelos autores e apenas dois
foram preditos erroneamente pelos programas (Tabela 6).

Tabela 6 — Sinopse dos epitopos lineares e conformacionais que se sobrepdem ou ndo na
proteina HSP70 de Leishmania infantum.

Tipo de epitopo Total
Linear/conformacional Linear conformacional
Positivo ~ Phl/Pechl; Ph3/Pech3 Ph5; Ph9 Pech2; Pech6 7
Ph14/Pechl10
.. Ph6/Pech4; Ph8/Pech7; )
Limite o 0/pechs: Ph12/Pechg P14 Phil;phl3 /
Negativo Ph7/Pech5 Ph2 2
Total 8 6 2 16

Predicéo da estrutura secundaria

As estruturas preditas pelo programa PHD foram alfa hélice (a-hélice), fita estendida e

randomica (Figura 1). Para as trés proteinas ndo houve predicéo de folha beta.

-
0% 82,80%
80% -
70% -
60% -

50% - 45,10% 43,8% 42,9% m a- helice

39,40%
40% M Fita estendida

30% - Radomica
20% -

10% -

0% -

CP TDR1 HSP70

Figura 1. Frequéncia dos tipos de estrutura secundaria predita pelo programa PHD a partir das
proteinas CP, TDR1 e HSP70 de L. infantum.
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Os residuos do epitopo imunodominante H17 da HSP70 (Quijada et al., 1996)[32],
que corresponde ao epitopo linear Ph5, estdo localizados na regido da estrutura secundéria o-

hélice (241-249) e randémica (250-260) dessa proteina, conforme ilustrado na figura 2.

22C 230 240 250 260 270 280
I I I I I I
LTIDGGIFEVRATNGDTHLGGEDFDNRLVTFETEEFKRRNKGRNLASSHRAIARLRTACERAKRTLS SAT
EcecCCeEEEEEe hhhHHHHHHHHHHHHHEHH hHHHHHHHHHHEHHEHEHHEhh

Figura 2- Localizagdo do epitopo imunodominante H17 (Quijada et al., 1996) destacado em amarelo e
a regido da estrutura secundaria correspondente. Hh (o hélice), Cc (randdémica).

De acordo com a figura 1, a TDR1 tem uma frequéncia semelhante em quantidades de
o~ hélices (45,1%) e randdmica (43,8%). Avaliando a localizacdo dos epitopos lineares e
conformacionais, percebe-se que estdo localizados principalmente em o~ hélices e randémica
(Figuras 3 e 4).

10 20 30 40 50 60 70
| | | | | | |
MAARALKLYVSATCPFCHRVEIVAREKQVSYDRVAVGLREEMPOWYKQINPRE TP T LEVCNADRREMEE
HHHHHHHHh hhhhHhhHHh eEEe HHHHHHh eeEe
SMLIAQYLDNSGAPAGALMGSSAAQRHQIEFFLAQVGDFIGAAHGLLRDPLSGEKRKAMDDNAAYVDGLL
hHHHHHHHH hhHHHHHHHHHHHHHHHHHEHHEHD HHhHHhCccHHHHHHHH
AANQTTGPYYCDGEFTMADVALVPFLVRLKPALMYYAGYDVFCKAPRMKALWAAAAQRASVRETSPTAAQ
Hhh eececCEEEEeececeee hHHhh hhHHHHHHHHHHHHHHHH
CIENYRHLVPESAPMMGANGGHVLYSNLFCPFVDRARLASELRKFQMHIVEVPLHPQPEWYKY INPRDTV
EEEEEe hhHHHHHHHHHH EEEEe hhhcee
PALFTPSGEAVHESQLIVQYIDCVATKGS NN F VENAGY FVGGLMSWI TRGGEDAKA
eeecchHheceee eEEEEEEeechHHHHHHHHHHHH HHHHH
ELQWAAGELEQQLAKHPFGEGPFFGGKRMNAGDVAILPFLVRAKAFMPEFSGGYDLFAHFPLLNGLAEAG
HHHHHHHHHHHHHHH hhhhHHHHHHHh HHHHHHHHHHHHHHHH
MATPEAKSVFRTLEEYKEHIRKRORRAQSG
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHh

Figura 3- Sobreposi¢do dos epitopos lineares preditos pelos programas IEDB, BepiPred e BcePred na
estrutura secundaria da TDR1 predita pelo PHD. Hh (a.- hélice), Cc (randdmica), Ee (fita estendida)
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Hhh eeecCEEEEeececeee hHHhh hhHHHHHHHHHHHHHHHH
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Figura 4- Sobreposicdo dos epitopos conformacionais preditos pelo CBTope na estrutura secundaria
da TDR1 predita pelo PHD. Hh (a- hélice), Cc (randémica), Ee (fita estendida).

A frequéncia dos residuos de aminoacidos nos epitopos lineares comuns aos
programas IEDB, BepiPred e BcePred das proteinas CP, TDR1 e HSP70 esta ilustrada na
Figura 5. Observa-se que 0s epitopos lineares sdo constituidos principalmente pelos
aminoacidos E, A, K,R,D, L, eT.
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Figura 5 - Frequéncia dos residuos de aminoécidos dos epitopos lineares das proteinas CP, TDR1 e
HSP70 preditos pelos programas IEDB, BepiPred e BcePred.
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Discussao

A identificacdo de epitopos a partir de programas de bioinforméatica tem sido utilizada
em imunodiagnostico [34], desenho de vacinas [35] e imunoterapia [36]. Entretanto, até o
momento, ndo havia sido realizada a predicéo de epitopos de célula B presentes nas proteinas
de L. infantum, aqui estudadas, empregando-se os programas de predicdo IEDB, BepiPred,
BcePred e CBtope.

Através do IEDB, BepiPred e BcePred, 14, 04 e 130 epitopos lineares foram preditos
pelos trés programas para as proteinas HSP70, TDR1 e CP, respectivamente.

Neste estudo, a proteina HSP70 foi utilizada como um controle de predigcdo, uma vez
que seus epitopos ja foram testados experimentalmente por Wallace et al. (1992)[37] e
Quijada et al. (1996)[32]. Os trés programas foram capazes de prever toda a regido do epitopo
H17 (241-260) da HSP70 de L. infantum. De acordo com Quijada et al. (1996), o peptideo
H17 é um epitopo de célula B imunodominante e espécie-especifico, pois € divergente da
regido equivalente na HSP70 de Trypanosoma cruzi [32]. Adicionalmente, foi predito pelos
programas um epitopo localizado na regido carboxi-terminal (Met-525 a Glu-545)
identificado aqui como Ph10, que inclui alguns residuos de aminoécidos da sequéncia
imunodominante (EADDRA) descrita por Wallace et al. (1992)[37]. Entre os 14 epitopos
lineares preditos, cinco estdo acima do cut off estabelecido por Quijada et al. (1996)[32].
Adicionalmente, sete estdo no limite ou discretamente abaixo do cut off. Apenas dois epitopos
preditos ndo foram equivalentes aos peptideos imunogénicos identificados pelos autores

citados acima (Tabela 6).

Os epitopos Pech2 e Pech6, exclusivamente conformacionais, coincidem com mais
cinco peptideos descritos por Quijada et al. (1996)[32]. O Pech6 contém 14 aa
(NQPGVHIQVFEGER) dos 20 que fazem parte do peptideo imunodominante H30, descrito

pelos autores citados (Tabela 6).

Associando-se o0s resultados de predicdo de epitopos lineares e conformacionais, 7
epitopos sao claramente imunogénicos, 7 estdo no limite do cut off determinado por Quijada
et al., (1996)[32] e apenas dois epitopos foram falsamente preditos. Considerando o0s epitopos
lineares e conformacionais, nota-se claramente que esses estdo concentrados na regido
carboxi-terminal da HSP70, que € reconhecidamente a regido mais divergente da proteina

(ANDRADE et al. 1992)[38]. Esses resultados indicam que as predi¢cbes podem ser mais
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fidedignas quando as ferramentas sdo usadas de forma combinada na identificacdo de
epitopos.

Utilizando a mesma metodologia, entre os epitopos conformacionais preditos, 46,8% e
27,3% contém residuos de aminoécidos de epitopos lineares das proteinas CP e TDR1,

respectivamente.

Os aminoé&cidos arginina (R), &cido glutdmico (E) e lisina (K) estdo entre 0os mais
frequentes nas proteinas CP, TDR1 e HSP70, respectivamente. Estes aminoécidos contém
cadeias laterais com grupos funcionais basicos (arginina, lisina) e acidos (acido glutamico)
que permitem formar ligacGes idnicas (ligacdes eletrostaticas) e pontes de hidrogénio [39],
interacdes que também ocorrem quando ha o reconhecimento do epitopo pelo anticorpo. Esses
aminoacidos também s&o os residuos com maiores valores escalares de acessibilidade ao
solvente [10]. A acessibilidade dos residuos de epitopos ao solvente é um fator importante
para a imunogenicidade de um antigeno ou peptideo sintético [40]. Esses achados indicam
que os epitopos lineares de célula B preditos neste estudo, simultaneamente pelos trés
programas, sdo bons candidatos a serem testados em ensaios de diagnosticos e vacinais da

leishmaniose visceral.

O conhecimento da estrutura secundaria é necessario para a predicdo da estrutura
terciaria. Neste estudo, através do programa PHD, pode se verificar que as proteinas
analisadas sdo constituidas de a-hélices, fitas estendidas e randdmica, com uma
predominancia da primeira para as proteinas CP e TDR1. Ha uma forte tendéncia de
determinados aminoacidos em formar um tipo especifico de estrutura secundaria; nesse caso,
os residuos glutamato (E), alanina (A), leucina (L), metionina (M), glutamina (Q), lisina (K),
arginina (R) e histidina (H) sdo preferencialmente encontrados em alfa hélices [41]. De
acordo com a figura 1, a HSP70 e a TDR1 séo formadas por 39,4% e 45,1% de a-hélice,

respectivamente, que esta de acordo com a composicdo de aminoécidos (Figura 5).

Para a proteina TDR1, a maioria dos residuos de aminoacidos que compdem 0s epitopos
lineares esta localizada na estrutura secundéria de a-hélices e randémica (random coil). Na
HSP70, o epitopo imunodominante H17 esta localizado em uma regido de a-hélice e

randomica.

Em nenhuma das proteinas foi predita as estruturas secundéarias do tipo algas (loop) e
voltas (turn). As estruturas secundarias algas e voltas, presentes na superficie das proteinas,

podem participar de interacbes com outras moléculas. Conforme observado por Rose et al.



53

(1985) a ocorréncia de voltas sobre a superficie exposta ao solvente torna essa estrutura
acessivel ao reconhecimento molecular e a interacdes entre peptideos e receptores [43].
Entretanto, como j& discutido por Smith e Pease (1980), a presenca de voltas ndo torna a
proteina mais antigénica [44], que é corroborado com a predi¢do da HSP70. Sabe-se que essa
proteina € altamente antigénica e imunogénica e composta por o hélice, fita estendida e

randdmica.

A identificacdo de epitopos através da bioinformatica ainda apresenta limita¢6es, sendo
necessarios estudos que melhorem a acuracia dos métodos de predicdo de epitopos de célula
B. Segundo Greenbaum et al. (2007), uma maior acuracia pode ser obtida melhorando a
qualidade dos atuais bancos de dados, que contém epitopos delineados erroneamente [45].
Isso é importante, uma vez que os métodos de predicdo utilizam bancos de dados de epitopos
para avaliar a eficiéncia do método. Como os resultados de predi¢do produzidos por varios
métodos podem ser distintos [40] é interessante usar multiplas ferramentas para conseguir
resultados mais coerentes e precisos, que foi a abordagem empregada neste trabalho.
Posteriormente, os dados de bioinformatica precisam ser corroborados por ensaios
laboratoriais para que as informacgdes obtidas alimentem os bancos de dados de forma mais

fidedigna.

A maioria dos epitopos de célula B nas proteinas sé@o conformacionais ou descontinuos
[45], entretanto, a maioria dos métodos de predicdo estdo disponiveis para identificacdo de
epitopos lineares ou continuos. O principal entrave é a necessidade do conhecimento da
estrutura do antigeno para a predicdo de epitopos conformacionais e 0s bancos de dados de
modelos de proteinas ainda sdo limitados na quantidade de estruturas terciarias e quaternarias
disponiveis. Apesar disso, a identificacdo de epitopos lineares tem demonstrado resultados
promissores em pesquisas na identificacdo de antigenos vacinais e de alérgenos, e também no

imunodiagnostico da leishmaniose [32, 34].

Conclusao

Novos epitopos lineares e conformacionais de célula B de proteinas de L. infantum
foram identificados in silico e, baseado no conhecimento prévio da imunogenicidade da
HSP70, a predicdo por varios programas garante uma maior acuracia dos resultados. E a
associacdo desses resultados a avaliagdes de estrutura secundéria e terciaria permitem a

identificacdo de epitopos em antigenos com elevada acuracia.
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5. CONCLUSOES

- Novos epitopos lineares e conformacionais de célula B foram identificados pela combinac&o
de ferramentas de bioinformatica a partir das proteinas cisteina peptidase calpaina-like,
redutase thiol dependente 1 e HSP70 de L. infantum.

- Na predicdo de epitopos, varios métodos devem ser combinados para maior fidelidade dos
resultados.

- As analises in silico das proteinas estudadas definiram epitopos lineares de célula B
compostos com residuos de aminoacidos com alta acessibilidade ao solvente e, portanto, com

grande chance de fazerem parte do sitio de interacdo antigeno-anticorpo.

- A estrutura secundaria das proteinas CP, TDR1 e HSP70 é composta por a-hélice, fita
estendida e randémica. Os epitopos preditos a partir da TDR1 e HSP70, estdo localizados em

regides da estrutura secundaria alfa hélice e randémica.

- Os epitopos lineares de célula B preditos pelo IEDB, BepiPred e BcePred e os epitopos
conformacionais preditos pelo CBtope sdo potenciais alvos no desenvolvimento do

imunodiagnostico da leishmaniose visceral e producdo de anticorpos anti-peptideos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo in silico de predicdo de epitopos contribui para a descoberta de novos
antigenos na aplicacdo de testes diagnosticos mais sensiveis e especificos, desenho de vacinas
e na imunoterapia. Contudo, ainda existem limitacdes quando a ferramenta de predicdo é
baseada em sequéncias de aminoacidos; nesse caso, quando se deseja ter uma definicdo mais
apurada da localizagdo e acessibilidade dos residuos de aminoécidos dos epitopos lineares e
conformacionais, necessita-se conhecer a estrutura tridimensional das proteinas. Por outro
lado, o passo inicial para identificar novos epitopos de forma mais confiavel a partir de
proteinas de estrutura desconhecida € através da combinacdo de mais de um método de
predicdo de epitopos baseada em sequéncia, sobretudo, os métodos de predicdo de epitopos
lineares baseados nas propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos, como demonstrado neste

estudo in silico de predicao de epitopos de célula B de proteinas de L.infantum.
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7. PERSPECTIVAS E PROPOSTAS DE ESTUDO

e Predizer a estrutura terciaria das proteinas aqui estudadas para localizar os peptideos
preditos e verificar a acessibilidade ao solvente de todos os residuos desses epitopos,

bem como usar ferramentas computacionais que visualizem a estrutura tridimensional.

e Apés definir a estrutura terciaria das proteinas usar ferramentas de predicao de epitopos
conformacionais, baseados na estrutura, e comparar os resultados com os obtidos neste

estudo.

e Realizar a predicdo de epitopos de célula T a partir das proteinas estudadas e comparar
com os epitopos de celula B linear e conformacional e, por conseguinte, selecionar os
possiveis epitopos antigénicos e imunogénicos que poderdo ser usados na producao de

anticorpos protetores em individuos expostos a L. infantum.

e Os epitopos preditos neste trabalho podem ser usados para sintese de peptideos a serem

testados in vitro e em estudos experimentais in vivo da leishmaniose visceral.
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