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RESUMO

A vacina Bacillus Calmette-Guérin (BCG), utilizada ha mais de 100 anos na prevencdo da
tuberculose (TB), apresenta eficdcia limitada e varidvel, especialmente contra a forma
pulmonar em adultos. Como a TB, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, continua sendo
um importante problema de saude publica mundial, com elevados indices de morbidade e
mortalidade, torna-se necessdria a busca por estratégias vacinais mais eficazes. Nesse
contexto, abordagens baseadas em imunoinformatica e vacinologia reversa tém possibilitado
aidentificacdo de epitopos com potencial imunogénico, embora muitos estudos permanecam
restritos ao nivel in silico, carecendo de validacdo experimental. Diante disso, o presente
estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar candidatos vacinais multiepitopo
derivados das proteinas MPB64 e HBHA por meio de abordagens imunoinformaticas e
experimentais. Inicialmente, foram preditos epitopos de células T MHC classe | e Il, os quais
foram submetidos a analises de antigenicidade, imunogenicidade, toxicidade, potencial de
inducao de IFN-y e cobertura populacional. Ao final das analises, foram selecionados nove
epitopos promissores, sendo quatro de MHC-l e cinco de MHC-II, utilizados na construcdo de
sequéncias multiepitopo. Posteriormente, a proteina HBHA foi clonada nos vetores de
expressao micobacterianos pMV261 e pMV361, e as construcdes recombinantes pMV261,
pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-HBHA foram utilizadas para transformar Mycobacterium
smegmatis mc?155. A expressdo das proteinas recombinantes foi avaliada por SDS-PAGE,
permitindo avaliar o perfil de expressao, solubilidade e estabilidade dos antigenos produzidos.
Os resultados demonstraram que a abordagem integrada foi eficaz na identificacdo de
epitopos com elevado potencial imunogénico e na obtencdo de sistemas recombinantes
vidveis em Mycobacterium smegmatis mc?155, confirmando o sucesso das etapas de
clonagem e transformacao bacteriana. Além disso, a correlagdo entre os dados in silico e os
resultados experimentais reforca a importancia da validacao funcional no desenvolvimento
de vacinas baseadas em epitopos. Dessa forma, o estudo identificou epitopos promissores
derivados de MPB64 e HBHA e estabeleceu sistemas recombinantes em Mycobacterium
smegmatis mc?155, fornecendo uma base experimental para o desenvolvimento futuro de
vacinas multiepitopo contra a TB.

Palavras-chave:
Tuberculose; Mycobacterium tuberculosis; vacina BCG; imunoinformatica; vacinologia
reversa; epitopos; vacinas multiepitopo; Mycobacterium smegmatis; HBHA; MPB64.



ABSTRACT

The Bacillus Calmette—Guérin (BCG) vaccine, used for more than a century to prevent
tuberculosis (TB), exhibits limited and variable efficacy, particularly against pulmonary TB in
adults. As TB, caused by Mycobacterium tuberculosis, remains a major global public health
concern with high morbidity and mortality rates, the development of more effective
vaccination strategies is urgently needed. In this context, immunoinformatics and reverse
vaccinology approaches have enabled the identification of potentiallyimmunogenic epitopes;
however, many studies remain restricted to in silico analyses and lack experimental validation.
Therefore, the present study aimed to develop and characterize multi-epitope vaccine
candidates derived from the MPB64 and HBHA proteins using both immunoinformatics and
experimental approaches. Initially, MHC class | and class Il T-cell epitopes were predicted and
subsequently evaluated for antigenicity, immunogenicity, toxicity, interferon-gamma (IFN-y)
induction potential, and population coverage. Following these analyses, nine promising
epitopes were selected, including four MHC-I and five MHC-Il epitopes, which were used to
construct multi-epitope vaccine sequences. Subsequently, the HBHA gene was cloned into the
mycobacterial expression vectors pMV261 and pMV361, and the recombinant constructs
pMV261, pMV261-HBHA, pMV361, and pMV361-HBHA were used to transform
Mycobacterium smegmatis mc?155. Recombinant protein expression was evaluated by SDS-
PAGE to assess the expression profile, solubility, and stability of the produced antigens. The
results demonstrated that the integrated approach was effective in identifying epitopes with
high immunogenic potential and in generating viable recombinant systems in M. smegmatis
mc?155, confirming the successful completion of the cloning and bacterial transformation
steps. Furthermore, the correlation between the in silico predictions and the experimental
findings highlights the importance of functional validation in the development of epitope-
based vaccines. Overall, this study identified promising epitopes derived from MPB64 and
HBHA and established recombinant systems in M. smegmatis mc*155, providing an
experimental foundation for the future development of multi-epitope vaccines against TB.

Keywords:
Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis; BCG vaccine; immunoinformatics; reverse
vaccinology; epitopes; multi-epitope vaccines; Mycobacterium smegmatis; HBHA; MPB64.
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1- INTRODUCAO
1.1 Bacillus Calmette-Guérin (BCG) — Historia

O Bacillus Calmette-Guérin (BCG) é uma vacina centendria que utiliza uma forma atenuada
de Mycobacterium bovis (M. bovis) e é considerada uma medida profilatica eficaz para reduzir
aincidéncia da tuberculose (TB) (LUCA; MIHAESCU, 2013). E importante ressaltar que a vacina
BCG é atualmente o Unico imunizante disponivel para a prevenc¢ao da TB, sendo amplamente
reconhecida como a medida de controle mais eficiente para essa doenca, incluida no
calendario vacinal infantil, e fazendo parte da rotina de imunizacdo de recém-nascidos

(OKAFOR & REWANE, 2019).

Historicamente, a vacina BCG foi obtida através de um processo gradual de atenuacdo de
uma cepa virulenta do M. bovis, que foi isolada de mastite tuberculosa e doada pelo
veterinario e microbiologista francés Edmond Nocard (SAKULA, 1983). Apds sua criagao, a
vacina BCG foi clinicamente utilizada pelos pesquisadores franceses Léon Charles Albert
Calmette e Jean-Marie Camille Guérin em estudos sobre a TB humana no Instituto Pasteur de
Lille, Franca (TARSHINOVA et al., 2025). Assim, em 1921, a vacina BCG foi administrada pela
primeira vez, por via oral, a uma recém-nascida cuja mde apresentava tuberculose.
Posteriormente, observou-se que a crianca ndo desenvolveu a doenca (SAKULA, 1983). Com
base nesse resultado promissor, no ano seguinte a vacinacdo com BCG em recém-nascidos foi
realizada em larga escala, sem a ocorréncia de efeitos colaterais significativos (LAGRANGE,
1998). Como consequéncia, a vacina foi gradualmente adotada em diferentes paises,
tornando-se amplamente disponivel para uso humano (LANGE et al., 2022). A partir de 1927,
a vacina BCG passou a ser administrada por via intradérmica, e essa mudanga na forma de
aplicacdo permitiu uma melhor absorcdo e eficdcia da vacina, contribuindo para sua

disseminacao e utilizacdo mais ampla no combate a TB (TARSHINOVA et al., 2025).



FIGURA 1: Imagem ilustrando uma série de fotografias histéricas do Dr. Guérin em seu laboratério de
pesquisa, expostas no Museu do Institudo Pasteur de Lile, Franca.

Atualmente, a vacina BCG é amplamente utilizada em todo o mundo e oferece diversas

vantagens bem evidenciadas: (1) Administracdo em uma Unica dose: A BCG é administrada

em uma unica dose no primeiro més de vida, por via intradérmica. Além disso, ela n3o é
afetada pelos anticorpos maternos, o que significa que pode ser administrada logo apds o

nascimento (KAUFMANN et al., 2022); (2) Baixo custo de producdo: A BCG possui um custo

de producdo relativamente baixo, o que a torna mais acessivel em termos de saude publica

(MANGTANI et al., 2014); (3) Acao adjuvante de componentes da parede celular: A BCG tem

a capacidade de atuar como um adjuvante natural, estimulando uma resposta imunolégica
mais eficaz. Isso ocorre devido a presenca de componentes da parede celular do M. bovis, que

auxiliam na ativacdo do sistema imunolégico (STOVER et al., 1991).

De modo geral, a imunizacao da populacdo é considerada uma estratégia de grande
relevancia econ6mica e com beneficios de longo prazo para a saude publica (LANGE et al.,

2022). Nesse contexto, a vacina BCG permanece como o Unico imunizante disponivel e
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comprovadamente eficaz para a prevencio da tuberculose (KAUFMANN et al., 2022). No entanto,
alguns estudos apresentam resultados contraditérios em relacdo a sua eficdcia e descrevem

algumas limitagdes associadas a essa vacina, incluindo: (1) Auséncia de efeitos duradouros:

Estudos sugerem que a eficacia da vacina BCG pode diminuir ao longo do tempo, resultando
na necessidade de doses de reforco ou em uma protecdo menos duradoura contra a TB

(KAUFMANN et al., 2022; LAWRENCE, 2024); (2) Limitacdes contra a forma pulmonar em

adultos: Ha relatos de que a vacina BCG pode ser menos eficaz na preven¢dao da forma
pulmonar da TB em adultos (MANGTANI et al., 2014; WILSON et al., 2023). Isso significa que
sua eficacia pode variar dependendo da faixa etéria e da forma clinica da doenca. E importante
destacar que a eficacia da vacina BCG pode variar em diferentes contextos e populagdes, e
mais estudos sdao necessarios para esclarecer completamente suas limitacdes e beneficios

(KAUFMANN et al., 2022).

Mesmo apds mais de um século de utilizacdo, a BCG continua sendo a principal medida de
prevencdo da tuberculose em escala global (TARSHINOVA et al., 2025). Embora desempenhe
um papel importante na protecao contra varias formas clinicas da doenca, estudos anteriores
sugerem que sua eficacia na prevencdo da forma pulmonar, cerca de 80% mais comum em
adultos, pode variar amplamente, entre 0% e 80% (MANGTANI et al., 2014). Embora a vacina
BCG ofereca protecao significativa contra a meningite tuberculosa infantil (TB meningea) e a
forma miliar disseminada da TB (TB miliar), ela continua sendo ineficaz na prevencao da forma
pulmonar da doenca em diversos contextos (LANGE et al., 2022). Essa limitacdo, junto ao
advento do HIV e dos bacilos multirresistentes do MTB (TB-MDR), seria um dos principais

fatores que contribuiram para o aumento da carga global de TB (Lange et al., 2022).

As razoes para a variacao na eficacia da BCG sdo atualmente desconhecidas, mas existem
varias hipdteses sobre os fatores que podem contribuir para essa variabilidade. Entre esses

fatores, incluem-se: (1) diferencas entre as cepas vacinais utilizadas; (2) exposicdo prévia da

populacio a micobactérias ambientais; (3) variacées nutricionais e genéticas entre as

diferentes populacdes; e (4) diferencas nos isolados clinicos de MTB (LANGE et al., 2022).

Apesar de existirem diferentes vacinas BCG baseadas em diversas cepas disponiveis
mundialmente (DHANAWADE et al., 2015), no Brasil, até 2018, a cepa BCG utilizada para a

vacinacdo contra a TB era a BCG Moreau, produzida pela Fundacdo Ataulpho de Paiva - FAP



(BENEVOLO/BENEVOLE-DE-ANDRADE et al., 2005). No entanto, a partir daquele ano foi
implementada a utilizacdo da cepa BCG Russa, produzida pelo Laboratdrio Serum Institute of
India - Sll, para a vacinacdo de recém-nascidos contra a TB (WHO, 2018). Embora
compartilhem uma origem comum, as diferentes cepas da vacina BCG acumularam
modificacGes genéticas e fenotipicas ao longo do tempo, resultando em caracteristicas
bioldgicas distintas que podem influenciar diretamente sua imunogenicidade e desempenho

vacinal.

1.2 Cepas da Vacina BCG

Desde 1948, o uso da vacina BCG tem sido amplamente incentivado pela Organizacido
Mundial da Saude (OMS). No Brasil, sua utilizacdo foi recomendada a partir de 1976, sendo
atualmente indicada para todos os recém-nascidos comprovadamente imunocompetentes
(WHO, 2018). A distribuicdo da vacina BCG para mais de 60 paises pelo mundo teve inicio em
1928, com o objetivo de imunizar criancas e adultos no combate a TB extrapulmonar (LANGE
et al., 2022). O préprio Dr. Guérin distribuiu cepas do BCG por meio de fatias de batata
embebidas em glicerol (SAKULA, 1983). Apds sua confirmacao da eficacia e da seguranca de
trabalhar com o bacilo sem risco de doenca, o mesmo foi distribuido para diversos
laboratérios, que desenvolveram suas proprias cepas a partir da cepa BCG Pasteur original,
tornando-as lotes-sementes (ABDALLA et al., 2015). Recomenda-se que, para a preparagao
das vacinas, ndo sejam realizadas mais de 12 passagens de cada lote-semente (TARSHINOVA
etal., 2025).

Apds a distribuicdo inicial, surgiram 24 cepas da vacina BCG, a maioria delas ainda em
uso, com caracteristicas distintas, sendo as principais diferencas relacionadas a quantidade de
células vidveis em cada dose da vacina e ao genoma dos bacilos (ANTAS, 2016). Com o objetivo
de compreender a evolugdo e a atenuac¢ao dessas cepas, estudos de comparacdo gendmica
foram realizados, os quais revelaram as modificacdes genéticas ocorridas em cada cepa
(LANGE et al., 2022). Atualmente, os principais laboratdrios certificados pela OMS para
produzirem as cepas de BCG comercializadas incluem o Pasteur-Merieux-Connaught (BCG
Pasteur), na Franga; o Statens Serum Institute (BCG Dinamarques), na Dinamarca; a Evans
Medeva (BCG Glaxo), no Reino Unido; e o Japan BCG Laboratory (BCG Japdo), no Japdo
(BENEVOLE-DE-ANDRADE et al., 2005).



Todas as vacinas em uso atualmente foram derivadas da cepa BCG Pasteur original da
Franca, e foram distribuidas para outros paises com modificacdes, resultando em novas cepas
(Figura 2). Durante o processo de atenuacdo, ocorrido ao longo de 231 passagens, a vacina
BCG sofreu diversas modificacGes genOmicas e bioquimicas, resultando na dele¢do de regides
associadas a viruléncia, como a RD-1 (LIU et al., 2009). Essa regido, presente na maioria das
micobactérias virulentas, esta relacionada a expressao de proteinas envolvidas na
patogenicidade, incluindo CFP-10, ESAT-6 e o sistema de secre¢do ESX-1 (ABDALLAH et al.,
2007). A auséncia desses componentes contribui significativamente para o perfil atenuado da
cepa vacinal (ABDALLAH et al., 2007; GROSCHEL et al., 2021). Devido a falta de intera¢do entre
essas proteinas, o bacilo perde sua capacidade de escapar do fagolisossomo, sendo fagocitado

e, consequentemente, gerando uma resposta imune mais eficiente (MANGTANI et al., 2014).

M. bovis M. tuberculosis
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FIGURA 2- Imagem ilustrando um esquema representativo da genealogia das vacinas BCG. Onde
estdo representando o sequenciamento das cepas de BCG, seus novos nomes, datas de aquisicao,
Regides de Delecdo (RD) e os grupos identificados pelos eventos de duplicagdo em tandem DU1 e DU2.
Fonte: Adaptado de Brosh et al. (2007).



Ao longo do tempo, alteracdes e remocbes adicionais em diferentes regiGes do
genoma da BCG foram observadas. A regido conhecida como RD-2 também esta ausente em
determinadas variantes da BCG (LIU et al., 2009). As cepas que se assemelham mais a cepa
BCG Pasteur original, como a cepa Moreau, comercializada no Brasil, assim como as
produzidas na Russia e no Japao, ainda possuem bacilos que mantém a presenca da regido
RD-2 (conforme ilustrado na Figura 2). No entanto, apesar das delecBes e das variacdes
gendmicas, ainda ndo existem informacgdes suficientes para estabelecer uma cepa vacinal
como superior ou mais protetora em relacdo as demais (LUCA; HHHMIHAESCU, 2013). Entre
os principais fatores associados as diferencas imunoldgicas observadas entre as cepas vacinais
destacam-se as varia¢des na expressdao de proteinas micobacterianas envolvidas na
antigenicidade e na ativacdao da resposta imune celular, como HBHA, MPB64 e outros

antigenos relacionados a viruléncia do complexo MTB.

1.3 Proteinas contidas na vacina BCG

Avacina BCG contém varias proteinas com funcdo imunogénica em sua composicdo. O
bacilo completo ou seus componentes isolados podem ativar mondcitos, macréfagos ou
células dendriticas, desempenhando a funcdo de apresentar antigenos e ativar células T
(REYES et al., 2019). A cepa BCG Moreau esta mais relacionada filogeneticamente a cepa BCG
Pasteur original, e alguns estudos indicam que ela é uma das cepas mais imunogénicas
(GOMES et al., 2011; BERREDO-PINHO et al., 2011). Como é uma cepa primaria, a BCG Moreau
ainda mantém em sua composicdo o gene rv1980c, que codifica a proteina imunogénica
MPB64, uma proteina especifica do complexo MTB e secretada (ABDALLA et al., 2015).

A proteina MPB64 tem demonstrado reatividade in vivo e é amplamente utilizada em
testes cutaneos para melhorar o diagndstico da TB latente (CHEN et al., 2018). Essa proteina
é codificada na regido RD-2 do genoma da bactéria virulenta (GEISBRECHT et al., 2006) e, por
ser uma proteina exdcrina, pode ser encontrada no meio de cultura (CHEN et al., 2018). A
MPB64 tem sido amplamente estudada para melhorar a antigenicidade e a imunogenicidade
da vacina BCG (NAKAISHI et al., 2019; SAKASHITA et al., 2020).

Recentemente, as pesquisas para o aprimoramento de vacinas contra a TB tém se

concentrado na substituicdo da BCG, na recombinagdo por diversos mecanismos ou na



atenuacdo do préprio MTB (DHANDA et al., 2023; SALAHLOU et al., 2024). Poucos antigenos
foram testados nessas abordagens, e um deles é a hemaglutinina de ligagdo a heparina
(HBHA). Estudos tém demonstrado que a HBHA oferece prote¢do contra a TB, ajudando a
evitar o desenvolvimento da forma clinica extrapulmonar da doenca. Além disso, essa
proteina esta associada aos mecanismos de adesdo micobacteriana e disseminacdo
extrapulmonar, sendo considerada um importante fator de viruléncia e persisténcia do MTB
no hospedeiro (VERWAERDE et al., 2014).

A HBHA é um antigeno de superficie da micobactéria que desempenha um papel na
patogénese da TB (DELOGU et al., 2004). A resposta imune do hospedeiro a HBHA varia
dependendo do estado da doenca no paciente (BETTENCOURT et al., 2020). Atualmente,
varios estudos apoiam a utilizagdo da HBHA como um biomarcador Gtil para a identificacdo da
TB e como um potencial antigeno para melhorar a eficacia da vacina BCG (DE MAIO et al.,
2019). Essas pesquisas fornecem percep¢des promissores para o desenvolvimento de novas
estratégias vacinais contra a TB.

A resposta imune do hospedeiro contra MTB é mediada pelo eixo IL-12/IFN-y (WITT,
2023). No controle da infeccdo por micobactérias, IL-12, IL-6 e TNF-a desempenham uma
funcdo primordial (HOKEY & GINSBERG, 2013). Essas citocinas atuam em conjunto com o IFN-
y, estimulando a funcdo tuberculostatica dos macréfagos, e promovendo a migracdo de
células imunes para o local da infeccdo. Essa interacdo contribui para a formacdo do
granuloma, que desempenha um papel crucial no controle da progressdao da doenca (BULL et
al., 2019). O IFN-y é a principal citocina envolvida na resposta imune contra micobactérias,
sendo responsdvel pela ativacdo dos macréfagos, permitindo que eles exercam suas
propriedades microbicidas (CAVALCANTI et al., 2012).

Com os avancos da biotecnologia e da bioinformatica, temos agora acesso a uma vasta
guantidade de informacgdes sobre o contexto imunogénico do hospedeiro emrelacdo a vacina
BCG e ao MTB (KHAN et al., 2022). Isso nos proporciona perspectivas promissoras para o
aprimoramento de vacinas. Nesse cenario cientifico, hd uma busca por peptideos capazes de
induzir uma resposta imune efetiva (SOLLNER et al., 2006). Para atender a essa demanda,
varias ferramentas sdo utilizadas para realizar analises in silico, garantindo resultados mais
confidveis (DHANDA et al., 2023). Essas ferramentas incluem predi¢cGes populacionais por

meio da busca de epitopos, avaliacdao da producao de citocinas, selecao de peptideos, entre



outros mecanismos (ANSARI & RAGHAVA, 2010; GAO et al., 2012; NOYA et al., 2003). Essas
abordagens computacionais desempenham um papel fundamental no processo de
desenvolvimento de vacinas, permitindo uma andlise mais precisa e direcionada dos
potenciais alvos imunogénicos (KHAN et al., 2022).

Nos cendrios mencionados, é evidente que os testes in vitro sdo consistentes com as
analises in silico, o que auxilia na identificacdo de candidatos promissores para expressao na
vacina BCG Moreau (DHANDA etal., 2023). Essa abordagem permite potencializar a producao
de uma resposta imune protetora contra o MTB. Nesse contexto, a bioinformatica
desempenha um papel crucial ao auxiliar na confirmacao dos resultados promissores com os
imunizantes a antigenos imunodominantes da vacina BCG (KHAN et al., 2022). Através da
analise de dados computacionais, é possivel selecionar de forma mais precisa e eficiente os
antigenos que tém maior potencial para induzir uma resposta imune protetora contra o MTB,
contribuindo para o desenvolvimento de vacinas mais eficazes e seguras (DHANDA et al.,,

2023).

1.4 Imunoinformatica e vacinas multiepitopo

O avanco das ferramentas de imunoinformatica e da biotecnologia tem revolucionado
o desenvolvimento dos imunizantes, permitindo a identificacdo de antigenos e epitopos
imunogénicos com maior precisdo e menor custo experimental (KHAN et al., 2022). Essas
abordagens utilizam bancos de dados bioldgicos, algoritmos preditivos e ferramentas
computacionais capazes de avaliar afinidade por moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), antigenicidade, imunogenicidade e potencial de inducdo de
citocinas, contribuindo significativamente para o desenvolvimento de imunizantes mais
direcionados e eficientes (ANSARI; RAGHAVA, 2010; GAO et al., 2012).

Nesse contexto, a vacinologia reversa é uma estratégia promissora para identificacdo
sistematica de candidatos vacinais a partir da andlise gendmica e protedmica de patégenos
(RAPPUOLI et al., 2011). Diferentemente das abordagens cldssicas, que dependem do cultivo
e caracterizacdo experimental dos microrganismos, a vacinologia reversa permite selecionar
proteinas potencialmente imunogénicas diretamente a partir de dados genéticos, acelerando

o processo de descoberta de antigenos vacinais (TANG et al., 2011). Essa estratégia tem sido



amplamente empregada no desenvolvimento de vacinas contra TB, especialmente devido a
elevada complexidade antigénica do complexo MTB (DHANDA et al., 2023).

Entre as principais aplica¢gdes da imunoinformatica destaca-se o desenvolvimento de
vacinas multiepitopo, que consistem na combina¢do racional de multiplos epitopos
imunogénicos capazes de estimular diferentes populacdes celulares do sistema imune,
incluindo linfocitos T CD4*, T CD8* e células B (MORTAZAVI; MOLAEI; FARD, 2024). Essas
vacinas apresentam vantagens importantes, como maior especificidade imunolégica, reducao
de efeitos adversos associados a componentes desnecessarios do patdgeno e potencial
ampliacdo da cobertura populacional, considerando a diversidade de moléculas HLA
presentes em diferentes popula¢cdes humanas (ARRIETA-BOLANOS; HERNANDEZ-ZARAGOZA,
BARQUERA, 2023).

Além disso, a selecdo adequada de epitopos pode favorecer a inducdo de respostas
imunes do tipo Thl, consideradas fundamentais para o controle da infec¢do pelo MTB,
especialmente por meio da producdo de IFN-y e ativacao de macréfagos (WITT, 2023). Nesse
cenario, proteinas imunogénicas como MPB64 e HBHA tém despertado interesse crescente
devido a sua capacidade de induzir respostas celulares protetoras e a presenca de epitopos
reconhecidos por diferentes moléculas de MHC (BETTENCOURT et al., 2020).

Embora as abordagens in silico tenham ampliado significativamente a velocidade de
identificacdo de candidatos vacinais promissores, a validacdo experimental permanece
indispensdvel para confirmar a expressdao, estabilidade e funcionalidade bioldgica dos
antigenos selecionados (KHAN et al., 2022). Assim, a integracdo entre imunoinformatica e
biotecnologia moderna tem possibilitado o desenvolvimento racional de sistemas
recombinantes voltados a producdo, caracterizacdo e avaliacdo de antigenos micobacterianos

com potencial aplica¢do vacinal.

1.5 Abordagens biotecnoldgicas para o desenvolvimento de vacinas contra a TB

O progresso no campo das vacinas tem sido impulsionado por avangos tecnoldgicos,
especialmente no ambito da biotecnologia, promovendo o desenvolvimento de imunizantes
mais seguros, eficazes e direcionados (BRAZ et al., 2014). Essas inova¢des impactaram

diretamente as vacinas de primeira e segunda gerac¢des, tradicionalmente voltadas a



prevencao de doencas, e possibilitaram o surgimento de uma terceira geracdo, como as
vacinas de DNA, ampliando o potencial de aplicacdo para abordagens terapéuticas, incluindo
doencas ndo infecciosas, como o cancer (BRAZ et al., 2014). Nesse contexto, o
desenvolvimento de novas vacinas é considerado uma estratégia essencial para o controle
global da TB, uma vez que imunizantes mais eficazes podem reduzir a transmissdo, prevenir a
progressao da TB latente, diminuir a duracdo do tratamento e, consequentemente, impactar
a mortalidade associada a doenca (BRENNAN, 2012; BRENNAN et al., 2012).

Diante das limitacGes do BCG, diferentes estratégias vém sendo exploradas, incluindo
vacinas recombinantes (rBCG), vacinas de reforco (booster), e vacinas terapéuticas
(MORTAZAVI, 2024). As abordagens terapéuticas, por sua vez, envolvem desde proteinas de
subunidade e fusdes proteicas, até fragmentos bacterianos encapsulados em sistemas de
entrega, como lipossomos, além do uso de micobactérias inativadas (CUEVAS, 2017).
Paralelamente, o avanco da gen6mica, da protedmica e das ferramentas biotecnolégicas tem
ampliado significativamente as possibilidades de identificacdo e producdao de antigenos
recombinantes com potencial aplicacdo vacinal (KHAN et al., 2022).

Nesse cenario, abordagens como protedmica e vacinologia reversa tém se destacado
como ferramentas essenciais na identificacdo de novos imunizantes (SALAHLOU et al., 2024).
A protedmica permite a andlise em larga escala de proteinas expressas em diferentes fases da
infeccdo, ampliando significativamente o nimero de antigenos potenciais (JENA et al., 2011;
KHAN et al., 2022). Contudo, embora essas abordagens acelerem significativamente a
identificacdo de candidatos vacinais promissores, a confirmag¢dao experimental da
funcionalidade biolégica desses antigenos ainda representa um importante desafio no
desenvolvimento de vacinas contra a TB (WITT, 2023; COPPOLA et al., 2018).

A aplica¢do da vacinologia reversa tem acelerado significativamente a identificacdo de
candidatos antigénicos contra MTB, ampliando o repertério de proteinas com potencial
utilizacdo em plataformas vacinais recombinantes (RAPPUOLI et al., 2011; TANG et al., 2011).
Essa estratégia tem acelerado significativamente o desenvolvimento de vacinas contra a TB,
ampliando o repertério de candidatos antigénicos disponiveis para investigacio (DHANDA et
al., 2023).

Apesar do grande avanco proporcionado pelas abordagens in silico, é importante

destacar que essas ferramentas apresentam limitagdes inerentes quando utilizadas de forma
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isolada (KHAN et al., 2022). As predicGes computacionais baseiam-se em modelos
matematicos e bancos de dados previamente disponiveis, ndo sendo capazes de reproduzir
integralmente a complexidade estrutural e funcional dos sistemas biolégicos, como o
dobramento proteico, modificacdes pos-transducionais, estabilidade estrutural, e interacdo
com o maquindrio celular do hospedeiro (KHAN et al., 2022). Dessa forma, epitopos
considerados promissores em nivel tedrico podem nao apresentar o mesmo desempenho
quando expressos em sistemas bioldgicos reais (SLOUKA et al., 2019). Nesse contexto, a
validacdo experimental torna-se uma etapa essencial no desenvolvimento de candidatos
vacinais, permitindo confirmar a expressado, a solubilidade e o comportamento das proteinas
recombinantes, além de fornecer evidéncias mais robustas sobre o seu potencial
biotecnoldgico (SINGH et al., 2015). Assim, a integracdo entre abordagens imunoinformaticas
e sistemas experimentais emerge como uma estratégia fundamental para a selecdo e
caracterizacdo de antigenos mais confidveis e biologicamente relevantes (KHAN et al., 2022).

Apesar desses avancos, a vacina BCG ainda apresenta eficacia varidvel, especialmente
na prevencdo da TB pulmonar em adultos, além de depender de um repertdrio antigénico
limitado e, por vezes, insuficiente para induzir respostas imunes celulares robustas
envolvendo linfocitos T CD4* e CD8* (MANGTANI et al., 2014; DA COSTA et al., 2014).
Paralelamente, embora a imunoinformatica e a vacinologia reversa tenham possibilitado a
identificacdo de epitopos altamente promissores, a maioria desses estudos permanece
restrita ao nivel computacional, sem validacdo experimental adequada. Dessa forma,
evidencia-se uma lacuna critica na literatura: a auséncia de abordagens integradas que
associem a predicdo in silico de epitopos com sua validacdo funcional em sistemas bioldgicos,
particularmente em modelos micobacterianos (BETTENCOURT etal., 2020; MORTAZAVI et al.,
2024).

Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade de estratégias combinadas que
integrem ferramentas imunoinformaticas com sistemas experimentais de expressao
heterdloga e caracterizacdo proteica (KHAN et al., 2022). Essa abordagem permite ndo apenas
a identificacdo de epitopos promissores, mas também a avaliacdo de sua expressao,
estabilidade e comportamento em ambiente bioldgico, contribuindo de forma mais robusta
para o desenvolvimento de candidatos vacinais mais eficazes e biologicamente relevantes

(SALAHLOU et al., 2024). Nesse sentido, sistemas de expressao heteréloga em micobactérias
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tém sido amplamente utilizados para a validacdo experimental de proteinas recombinantes
derivadas do complexo MTB, permitindo a avaliacdo de pardmetros fundamentais, como
niveis de expressdao, estabilidade, solubilidade e potencial imunogénico dos antigenos
selecionados (CHAWLA; DAS GUPTA, 1999; NOENS etal., 2011; PARIKH etal., 2013; DA COSTA
etal., 2014).

1.6 Sistemas experimentais para expressao heterdloga em micobactérias

A validacdo experimental de candidatos antigénicos requer sistemas de expressao
capazes de reproduzir, de forma confidvel, caracteristicas estruturais e funcionais de proteinas
micobacterianas (ROSANO; CECCARELLI, 2014). Nesse contexto, os sistemas heterdlogos
baseados em micobactérias tém se destacado como ferramentas promissoras para a
producdo e caracterizacdo de proteinas recombinantes. Essa abordagem apresenta vantagens
em relagdo a sistemas bacterianos convencionais, como Escherichia coli, uma vez que estes
frequentemente ndo conseguem reproduzir adequadamente modificacdes pds-traducionais,
padrées de dobramento proteico e outros processos celulares caracteristicos das
micobactérias (NOENS et al., 2011). Como resultado, proteinas expressas em hospedeiros
micobacterianos tendem a apresentar propriedades mais proximas das observadas em seu
contexto bioldgico original, favorecendo sua aplicacdo em estudos imunolégicos e no
desenvolvimento de vacinas.

Dentre os modelos disponiveis, M. smegmatis mc?155 é amplamente utilizada como
organismo hospedeiro para expressido heterdloga (GORDHAN et al., 2006). Essa espécie
apresenta crescimento rapido, formando coldnias visiveis em poucos dias, além de ser
considerada ndo patogénica, o que facilita seu manuseio em condi¢des laboratoriais padrao
(GORDHAN etal., 2006). Adicionalmente, M. smegmatis compartilha similaridades fisioldgicas
e estruturais com micobactérias patogénicas, incluindo maquinaria de secrecdo e sistemas de
modificagdo proteica, tornando-se um modelo experimental relevante para estudos de
expressao e caracterizacdao de proteinas de MTB (NOENS et al., 2011).

Outro aspecto importante é a disponibilidade de vetores de expressdo bem
caracterizados para micobactérias, como pMV261 e pMV361, amplamente utilizados em

estudos de biotecnologia e imunologia (CHAWLA; DAS GUPTA, 1999). O vetor pMV261 é um
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plasmideo replicativo (episomal), que permite altos niveis de expressao génica devido a sua
manutencdo em multiplas cépias dentro da célula hospedeira (DAO et al., 2025). Essa
caracteristica o torna particularmente util para a producdo de grandes quantidades de
proteina recombinante (STOVER et al., 1991; CHAWLA; DAS GUPTA, 1999; DAO et al., 2025).
Por outro lado, o vetor pMV361 é um sistema integrativo, que se incorpora ao genoma
bacteriano, garantindo maior estabilidade genética e manutencdo da expressao ao longo de
sucessivas geragdes, ainda que, em geral, com niveis de expressao mais moderados (PARIKH
etal., 2013).

A utilizacdo combinada desses sistemas permite avaliar diferentes perfis de expressao
proteica, considerando tanto a eficiéncia de producdo quanto a estabilidade da proteina
recombinante (SLOUKA et al., 2019). Essa abordagem é especialmente relevante em estudos
gue envolvem proteinas potencialmente tdxicas ou propensas a agregacao, como
frequentemente observado em sistemas de expressdo heteréloga (ROSANO; CECCARELLI,
2014). Além disso, a escolha do sistema de expressdao pode influenciar diretamente a
solubilidade, o dobramento e a funcionalidade das proteinas produzidas, fatores criticos para
sua aplicacdo em estudos imunoldgicos e no desenvolvimento de vacinas (SINGH et al., 2015;
SLOUKA et al., 2019).

Dessa forma, a utilizacdo de M. smegmatis associada aos vetores pMV261 e pMV361
representa uma estratégia experimental consolidada para a expressdo de proteinas
micobacterianas recombinantes. Essa abordagem permite n3ao apenas a producdo de
antigenos em um sistema biologicamente relevante, mas também a avalia¢cdo de parametros
essenciais, como niveis de expressao, solubilidade e estabilidade proteica, estabelecendo uma
base experimental sélida para a validacdo de candidatos vacinais identificados por abordagens
in silico (DAO et al., 2025).

Apesar dos avancos obtidos no desenvolvimento de plataformas recombinantes e
novas estratégias vacinais, a TB permanece como um importante problema de salde publica
mundial, reforcando a necessidade continua de estudos voltados a compreensdo da doenca e

ao desenvolvimento de métodos mais eficazes de prevencao e controle.

1.7 Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
13



tuberculosis (MTB). Embora acometa predominantemente os pulmoes,
caracterizando a forma pulmonar da doenca, o MTB possui a capacidade de infectar
praticamente qualquer 6rgdo ou tecido do organismo, dando origem as formas
extrapulmonares da TB (Silva et al., 2021). A TB permanece como uma das doencas
infecciosas mais letais em escala global, gerando expressivo impacto social, econémico
e sanitario (Rahlwes et al., 2023). Em 2020, estimou-se que cerca de 10 milhdes de
pessoas desenvolveram a forma ativa da doencga, resultando em aproximadamente 1,4
milhdo de dbitos. Nesse periodo, a TB ocupou a segunda posicdo entre as principais
causas de morte por um Unico agente infeccioso, sendo superada apenas pela COVID-
19 (Kaufmann et al., 2022). De acordo com o Relatdrio Global da Tuberculose da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), aproximadamente um quarto da populagdao
mundial apresenta infeccdo latente pelo MTB, constituindo um importante

reservatodrio para o desenvolvimento futuro da doenca ativa (WHO, 2021).

Diante da elevada carga global da tuberculose e das limitagdes associadas a
protecao conferida pela BCG, diversas estratégias vacinais vém sendo desenvolvidas
nas ultimas décadas com o objetivo de ampliar a eficacia da prevencdo contra
diferentes formas da doenca (OMS, 2021; KAUFMANN et al., 2022; ZHUANG et al.,
2023).

1.8 Panorama atual das vacinas candidatas contra a TB

Atualmente, diversos candidatos vacinais encontram-se em fases ou estagios clinicos

promissores, explorando abordagens tecnolégicas inovadoras, como vacinas de subunidade

proteica, vacinas vivas atenuadas, plataformas baseadas em RNA mensageiro (mRNA), vetores

virais e formulacdes hibridas (LACAMARA; MARTIN, 2023).

TABELA 1- PANORAMA DAS VACINAS CANDIDATAS CONTRAATB

ATabela 1 apresenta um panorama atualizado das principais vacinas candidatas contra

a TB atualmente em desenvolvimento em ambito global, destacando suas plataformas

tecnoldgicas, estagios de desenvolvimento clinico, populagdes-alvo e os principais resultados

obtidos em estudos recentes. A diversidade de estratégias vacinais reflete os esforcos
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continuos para superar as limitagdes da vacina BCG e ampliar a protecdo contra diferentes

formas da doenga.

VACINA TIPO FASE CLINICA ALVO OBS REF.
Demonstrou
Vacina de aproximadamente
Adultos/adolesc
subunidade proteica / 50-54% de
contendo os entes com eficacia na
M72/ASO01E , Fase lll infeccao latente - TAIT et al., 2019
antigenos Mtb32A e prevencdo da TB
. de M. .
Mtb39A associados tuberculosis pulmonar ativa
ao adjuvante ASO1E em individuos com
TB latente
Recém- Busca maior
VPM1002 BCG rec.omblnante na.suf:lc:s; imunogenicidade KAUEMANN et
geneticamente Fase lll substituicdo ou | e seguranga em
i . ~ s al., 2020
modificada melhoria da relacdo a BCG
BCG tradicional convencional
Vacina de reforgo Como reforco Objetiva estimular
DAR-901 composta por ¢ imunidade de | MUNSERI et al.,
Fase ll para BCG ou ‘s
extrato de memoria contra 2020
. L. para TB latente
micobactéria B
. Candidata vacinal
Vacina Criangas e ainda em fases
AEC/BCO2 micobacteriana Fase I/Il s . LU etal., 2022
) adultos iniciais de
recombinante o
avaliacdo clinica
Apresenta
Vacina proteica Popula¢des em resultados
GamTBvac p p ¢ promissores de LACAMARA;
associada a Fase I/l paises dealta | . L
) imunogenicidade | MARTIN, 2023
adjuvante carga de TB
em estudos
iniciais
Vacina baseada em Estratégia voltada
TB/FLU-05E . Adolescentes e ‘g . STOSMAN et al.,
vetor influenza Fase I/l para imunidade
. adultos 2023
recombinante mucosa pulmonar
Vacina proteica
. Demonstrou
ID93 + GLA-SE recombinante Adultos e
. ~ segurancga e
(QTP101) associada a Fase I/II populacdes de clevada CHOl etal., 2023
adjuvante risco . ..
. . imunogenicidade
imunoldgico
Vacina terapéutica Busca reduzir
RUTI baseada em Pacientes com reativacdo da ZHUANG et al.,
fragmentos Fase Il TB latente ou || doenca e auxiliar 2023
inativados de M. em tratamento na resposta
tuberculosis imunoldgica
Avaliada como
Vacina baseada em Adultos e vacina de reforco | DOGRA et al
MIP / Immuvac Mycobacterium Fase ll/Ill | populacBes de . ¢ v
. .. ) e imunoterapia 2023
indicus pranii alto risco

auxiliar
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VACINA TIPO FASE CLINICA ALVO OBS REF.
Induziu respostas
Vacina viva imunes
atenuada derivada Recém- comparaveis ou
MTBVAC de M. tuberculosis Fase Il nascidos, superiores a BCG, | TACHETTE et al.,
humano com adolescentes e apresentando 2024
delecbes génicas de adultos perfil de
viruléncia seguranca
adequado
BCG-
re;/:\fc;rr]agzomou Estratégia voltada
ChAdOx1.85A- Vacina baseada em Fase I/I esioas para amplificacdo GONG: DU. 2024
MVASSA vetor viral P . da resposta imune P
previamente
. celular
vacinadas com
BCG
., Sao candidatas de
Individuos mMRNA para TB:
BNT164a1 / Vacina baseada em Fase | previamente emEora " |[AGRAWALetal.,
BNT164b1 mRNA vacinados com . . 2025
promissoras, ainda
BCG L
em fases iniciais

Fonte: Elaborado pela autora

Entre as vacinas candidatas em estagio mais avancado, M72/AS01E, desenvolvida pela

GSK em parceria com a Fundagao Bill & Melinda Gates, encontra-se atualmente em fase lll,
ap6s demonstrar cerca de 50-54% de eficdcia na prevencdo da TB pulmonar ativa em
individuos com TB latente (TAIT et al., 2019). Se bem-sucedida, representara a primeira vacina
nova contra a TB desde a introducao da BCG (TAIT et al., 2019).

Outra vacina candidata de destaque é a MTBVAC, uma vacina viva atenuada derivada
de uma cepa humana de MTB com delecGes em genes de viruléncia (TACHETTE et al., 2024).
Em ensaios clinicos recentes, demonstrou respostas imunes comparaveis ou superiores a BCG,
além de apresentar perfil de seguranca adequado em adultos e recém-nascidos. Essa vacina
apresenta potencial para substituir a BCG, oferecendo respostas imunes mais duradouras e
imunogenicidade aprimorada (TACHETTE et al., 2024; IAVI, 2025).

A VPM1002, uma rBCG geneticamente modificada, busca aumentar a
imunogenicidade e seguranca em comparacado a formulacao tradicional (KAUFMANN et al.,
2020). Encontra-se atualmente em fase Ill, sendo testada em multiplos paises africanos, com

o objetivo de substituir ou melhorar a BCG aplicada em recém-nascidos (KAUFMANN et al.,
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2020).

Outras vacinas de subunidade candidatas também tém apresentado resultados
promissores. O candidato ID93 + GLA-SE (QTP101) combina multiplos antigenos
recombinantes com um adjuvante imunoldgico potente, buscando ampliar a resposta imune
celular protetora (CHOI et al., 2023). Ensaios clinicos de fase || demonstraram seguranca e
elevada imunogenicidade em adultos previamente vacinados com BCG (CHOI et al., 2023). Da
mesma forma, o imundgeno GamTBvac, em fases I/Il, e o candidato AEC/BC02, em etapas
iniciais, representam abordagens baseadas em proteinas e micobactérias recombinantes com
resultados pré-clinicos animadores, embora ainda carecam de dados robustos de eficdcia em
humanos (LACAMARA; MARTIN, 2023; LU et al., 2022).

Além das estratégias cldssicas, novas plataformas tém sido incorporadas ao
desenvolvimento vacinal. As vacinas de mRNA BNT164al e BNT164b1, desenvolvidas pela
BioNTech, demonstraram seguranca e imunogenicidade em modelos animais, representando
uma nova gera¢dao de vacinas contra a TB baseadas em tecnologia de RNA mensageiro
(AGRAWAL et al., 2025). J4 os candidatos ChAdOx1.85A e MVAS85A, da Universidade de
Oxford, utilizam vetores virais e estratégias combinadas com o objetivo de ampliar a resposta
imune em individuos previamente vacinados com BCG, ainda que os resultados clinicos de
eficacia permanecam limitados (GONG; DU, 2024).

Vacinas contra a TB com enfoque terapéutico ou de reforco também vém sendo
estudadas, como a DAR-901, destinada a potencializar a imunidade de memaria em individuos
previamente imunizados com BCG ou portadores de TB latente (MUNSERI et al., 2020). Outras
formulagbes, como RUTI, composta por fragmentos inativados de MTB, buscam reduzir o risco
de reativacdo da infeccdo e melhorar a resposta imunoldgica durante o tratamento, ainda que
em fase experimental (ZHUANG et al., 2023).

Por fim, o candidato MIP (Mycobacterium indicus pranii), também conhecido como
Immuvac, vem sendo estudado em ensaios clinicos de Fase II/1ll, especialmente na india, como
vacina de reforco imunomodulador (DOGRA et al., 2023). Além de potenciais efeitos
profilaticos, tem sido explorada como imunoterapia auxiliar em individuos com TB ativa,
devido a sua capacidade de estimular amplamente a resposta imune celular (DOGRA et al.,,
2023).

De forma geral, o cendrio atual reflete um renascimento do campo vacinal contra a TB,
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caracterizado pela diversificacdo das plataformas tecnolégicas, integracdo entre instituicdes
publicas e privadas, e conducdo de ensaios multicéntricos. Embora nenhuma candidata tenha
ainda substituido a BCG, os avangos recentes indicam perspectivas concretas para o
surgimento de uma nova geracdo de vacinas, potencialmente capazes de impactar
significativamente a prevencdo global da TB (ZHUANG et al., 2023).

Nesse contexto, a identificacdo de antigenos imunogénicos associados ao complexo
MTB, aliada ao uso de ferramentas de imunoinformdatica e sistemas recombinantes de
expressdo heterdloga, representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento
racional de novosimunizantes. Proteinas como HBHA e MPB64 destacam-se pelo potencial de
inducdo de respostas imunes celulares relevantes contra a TB, reforcando a importancia da
investigacdo de estratégias biotecnoldgicas voltadas a obtencdo e avaliagdo de antigenos
recombinantes com potencial aplicacdo vacinal. Assim, a integracdo entre predicdo in silico e
validacdo experimental em sistemas micobacterianos surge como uma alternativa relevante
para ampliar o desenvolvimento de candidatos vacinais mais seguros, imunogénicos e

biologicamente funcionais.
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2-OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial imunogénico de candidatos vacinais baseados em epitopos das proteinas
MPB64 e HBHA de Mycobacterium tuberculosis, por meio de uma abordagem integrada
envolvendo ferramentas de imunoinformatica, expressio heteréloga em sistema

micobacteriano e caracterizacdo bioquimica e proteica dos antigenos recombinantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Predizer epitopos de células T (MHC classe | e IlI) das proteinas MPB64 e HBHA
utilizando ferramentas de imunoinformatica;

e Avaliar os epitopos preditos quanto a antigenicidade, imunogenicidade, toxicidade e
capacidade de indugao de citocinas, especialmente o IFN-y;

e Realizar andlise de cobertura populacional dos epitopos selecionados, considerando
diferentes popula¢des humanas;

e Construir sequéncias multiepitopo a partir dos peptideos selecionados;

e Clonarassequéncias de interesse em vetores de expressdo micobacterianos(pMV261
e pMV361;

e Expressar heterologamente recombinantes em Mycobacterium smegmatis mc?155;

e Avaliar a expressdo das proteinas recombinantes por meio de técnicas bioguimicas,
como SDS-PAGE;

e Analisar o perfil de solubilidade e a estabilidade das proteinas recombinantes

expressas.
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3- MATERIAL E METODO
3.1 Procedéncia do Material
3.1.1 Bacillus Calmette-Guérin cepa Moreau

A cepa Mycobacterium bovis BCG Moreau RDJ utilizada neste estudo foi gentilmente
fornecida pela Fundacdo Adolfo de Paiva (FAP), por meio da colaboracdo do Dr. Luiz

Roberto Ribeiro Castello-Branco.
3.1.2 Plasmideo pMv261; pMv261-HBHA; pMv361 e pMv361-HBHA

Os plasmideos (pMv261, pMv261-HBHA, pMv361 e pMv361-HBHA) integrativos e
cromossomais, contendo ou nao a proteina HBHA, foram generosamente cedidos pelo
Dr. Mario Alberto Flores-Valdez, do Centro de Investigacidn y Asistencia en Tecnologia y

Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), México.
3.1.3 Mycobacterium smegmatis

Mycobacterium smegmatis foi gentilmente cedido pelo INCT-TB da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), por meio da colaboracdo do Dr.

Cristino Valim Bizarro.
3.2 Analises in silico
3.2.1 Sequenciamento das proteinas

As sequéncias de aminoacidos das proteinas MPB64 e HBHA foram utilizadas como
referéncia para as analises. Estas sequéncias foram obtidas no GenBank e formatadas
para uso in silico nas ferramentas de bioinformatica, garantindo compatibilidade com os

programas de predi¢do e analise de epitopos.

3.2.2 Predigao e selegdo inicial de epitopos pelo Immune Epitope Database (IEDB)

As sequéncias foram submetidas a plataforma Immune Epitope Database (IEDB),
permitindo a identificacdo de epitopos potenciais com base em interacdes com MHC-
I, MHC-II e frequéncias genotipicas de antigeno leucocitdrio humano (HLA). Para cada
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proteina, os resultados foram apresentados em tabelas contendo todos os epitopos

identificados, que constituiram a selecdo inicial.

3.2.3 Filtragem dos epitopos

Apds a selecdo inicial, os epitopos foram submetidos a filtros adicionais para avaliar seu

potencial imunolégico, como (1) eliminacdo de peptideos repetidos: epitopos

duplicados presentes nas tabelas geradas pelo IEDB foram removidos; (2) a afinidade
alelo-epitopo: epitopos com percentile rank (% RANK) menor que 1% foram
considerados de alta afinidade e priorizados, enquanto valores maiores que 1% foram

descartados; (3) a imunogenicidade: avaliada no IEDB; epitopos préximos de 1 no

escore de imunogenicidade foram considerados mais confidveis; (4) a toxicidade:
analisada pela ferramenta ToxinPred, permitindo a identificacdo de regides
potencialmente téxicas. Epitopos classificados como positivos para toxicidade foram

descartados; (5) a antigenicidade: determinada pelo programa VaxiJen v2.0, onde

epitopos com escore > 0,4 foram considerados imunogénicos; e (6) a producdo de IFN-

y: analisada pelo programa IFNepitope, para identificar regides capazes de induzir a
producdo da citocina. Apenas os epitopos que atenderam a todos os filtros acima foram
considerados para a predi¢cdo populacional final, realizada novamente pelo IEDB,

abrangendo populag¢des do Brasil e do mundo.

3.2.4 Cobertura populacional

A analise de cobertura populacional foi realizada na plataforma IEDB, na opc¢ao
“Population Coverage”. Para cada epitopo, foram informados os alelos
correspondentes e as interacdes com MHC-I e MHC-II, conforme obtidos nas etapas
anteriores. A plataforma calculou a cobertura populacional com base nesses dados,
fornecendo a porcentagem de individuos capazes de apresentar resposta imunoldgica

ao epitopo considerado.
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3.2.5 Frequéncia de HLA

A analise de frequéncia dos alelos do HLA foi realizada para identificar os alelos mais
prevalentes no Brasil e no mundo. Considerando que os antigenos bacterianos sao
apresentados aos linfécitos T CD4+ no contexto do HLA de classe Il, a analise teve como
objetivo subsidiar a selecdo de epitopos capazes de interagir com dominios especificos
dessas moléculas. As frequéncias alélicas foram obtidas utilizando a ferramenta Allele
Frequency Net Database (www.allelefrequencies.net), que disponibiliza dados
derivados de estudos populacionais publicados, permitindo descrever a diversidade
genética em nivel individual e coletivo. Para analise dos alelos mais recorrentes nas
predicdes de epitopos foram selecionados: HLA-A*01:01, HLA-A*03:01 e HLA-A*11:01.
Esses alelos foram avaliados quanto a sua distribuicdo populacional segundo os

parametros fornecidos pela plataforma.

3.2.6 Clonagem das sequéncias codificadoras da proteina MPB64 nos vetores de

expressao pMv261, pMv361, pMv261-HBHA e pMv361-HBHA

PMVIEL_METGA
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FIGURA 3: Representacdo esquematica dos vetores A:pVm261-MpT64 e B:pVm361-MpT64 resistentes a KanR e
contendo o gene do Mpt64 com as enzimas de restricdo Hindlll e EcoRI. A: vetor cromossomal contém um
promotor pHsp60, duas origens de expressdo Ori-M (mycobacterium) e Ori-E (Escherichia coli). B: vetor
intregrativo contém o promotor pHsp60, insercdo de integracdo L5, origem de expressdo Ori-M e attp.
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FIGURA 4: Representacdo esquematica do gene de MpT64 contendo 702pb com as enzimas de restri¢cao Hindlll
e EcoRl, que foi clonado nos plasmideos de interesse.

SEQUENCIAMENTO PB

MpT64 | GAATTCGTGCGCATCAAGATCTTCATGCTGGTCACGGCTGTCGTTTTGCTCTGTTGTTCGGGTGTGGCCACG

GCCGCGCCCAAGACCTACTGCGAGGAGTTGAAAGGCACCGATACCGGCCAGGCGTGCCAGATTCAAATGT
CCGACCCGGCCTACAACATCAACATCAGCCTGCCCAGTTACTACCCCGACCAGAAGTCGCTGGAAAATTAC
ATCGCCCAGACGCGCGACAAGTTCCTCAGCGCGGCCACATCGTCCACTCCACGCGAAGCCCCCTACGAATT
GAATATCACCTCGGCCACATACCAGTCCGCGATACCGCCGCGTGGTACGCAGGCCGTGGTGCTCAAGGTCT
ACCAGAACGCCGGCGGCACGCACCCAACGACCACGTACAAGGCCTTCGATTGGGACCAGGCCTATCGCAA
GCCAATCACCTATGACACGCTGTGGCAGGCTGACACCGATCCGCTGCCAGTCGTCTTCCCCATTGTGCAAG
GTGAACTGAGCAAGCAGACCGGACAACAGGTATCGATAGCGCCGAATGCCGGCTTGGACCCGGTGAATTA
TCAGAACTTCGCAGTCACGAACGACGGGGTGATTTTCTTCTTCAACCCGGGGGAGTTGCTGCCCGAAGCAG
CCGGCCCAACCCAGGTATTGGTCCCACGT TCCGCGATCGACTCGATGCTGGCCTAGTAAAAGCTT

Vetor TCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA | 702

AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAG
CAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA
TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCC
CTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTC
GGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGC
TGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCA
ACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGT
AGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCT
GCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCT
GGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTAT
CAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGT
AAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATC
CATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTG
CAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCC
GAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGT
AAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTC
GTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAA
AAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCA
ACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATAC
CGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGA
TCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTT
CACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACG
GAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGC
GGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCG
TCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTC
TGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCT
GGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAG
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ATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGA
TCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGG
TAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGG
ATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATT
GTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGA
GTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTG
CATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAG AGGCGGTTTGCGTATTGGGCGC

Pucl9_MpT64

pUC19_MpT&4
5331 bo

FIGURA 5: Representacdo esquematica do vetor pUcl9_MpT64 com resisténcia AmpR (Ampicilina), com
promotor LacZa, origem de expressdo Ori-M (mycobacterium), genes do Mpt64 com as enzimas de restricdo
HindllIl e EcoRI.

3.3 Analises in vitro
3.3.1 Cultivo da Vacina M. bovis BCG Moreau

Os cultivos da vacina BCG cepa Moreau foram realizados em meio liquido Middlebrook
7H9, suplementado com 0,5% de glicerol, 0,05% de Tween 80 e 10% de OADC (Albumina,
Dextrose e Catalase), denominado MB7H90ADC. Para o crescimento em tubos de vidro,

os cultivos foram incubados por um periodo de quatro a seis semanas em estufa a 37°C,
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sob atmosfera contendo 5% de CO,. Os cultivos em meio solido foram realizados em
meio Middlebrook 7H10, suplementado com 0,5% de glicerol, 0,05% de Tween 80 e 10%
de OADC (MB7H100ADC). As placas foram incubadas por um periodo de quatro a oito
semanas nas mesmas condicdes (37°C e 5% de CO,) para o crescimento e a contagem

das unidades formadoras de col6nias (CFU).

3.3.2 Contagem de M. bovis BCG pela técnica de coloragao de Kinyoun

A contagem de bacilos nas culturas de M. bovis BCG foi realizada empregando-se a
técnica de coloracdo de Kinyoun. As laminas foram observadas em microscépio éptico,
utilizando-se objetiva de imersdao de 100x e 6leo de imersdo. Cerca de dez campos
microscopicos foram contados dentro de um circulo delimitado, a fim de se obter uma
média representativa. Para determinar o valor final de bacilos por circulo, considerou-
se a varia¢ao decorrente das diluicOes realizadas. O cdlculo final foi obtido por meio da
seguinte formula: Média de bacilos x Fator de correcdo x Diluicdo da amostra x

Corregao por mL.

3.3.3 Reconstituicdo dos plasmideos

O DNA de cada plasmideo (pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-HBHA) foi
fornecido em formato liofilizado, acondicionado em folha de papel filtro. Para a
reconstituicdo, adicionou-se agua Milli-Q estéril ao material contido em tubo de
microcentrifuga, mantendo-o a 4°C durante a noite. No dia seguinte, aliquotas de 10
ML de cada plasmideo reconstituido foram adicionadas a tubos de microcentrifuga
contendo células E. coli DH10B (Escherichia coli DH10B quimio e eletrocompetentes),

utilizadas para a propagacao dos plasmideos.

3.3.4 Preparacao das células competentes E. coli DH10B

Na etapa de propagacao dos plasmideos, células competentes de E. coli DH10B foram

utilizadas, previamente armazenadas a -80°C. Para a preparagdao das solucdes
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transformantes, as células quimio e eletrocompetentes foram descongeladas e
cultivadas em meio LB-Miller, sob agitacdo constante de 250 rpm em agitador tipo
shaker, a 37°C, por um periodo de 24 horas. A estirpe clonante E. coli DH108B foi
submetida aos métodos de transformacgdo quimica e por eletroporacdo, com o objetivo
de promover a insercdo e a propagacdo dos plasmideos de interesse (SAMBROOK;

RUSSELL, 2001; WU et al., 2010).

3.3.5 Eletroporagao dos plasmideos em E. coli DH10B

As células quimio e eletrocompetentes de E. coli DH10B, juntamente com os
plasmideos, foram mantidas em gelo por um periodo de 5 minutos. A mistura foi entdo
transferida para cubetas previamente refrigeradas e submetida a eletroporacdo no
equipamento Eporator (Eppendorf®), utilizando as seguintes configuracdes: 2,45 kV,
250 pF e 200 Q. Apds o processo de transformacao, adicionou-se 1 mL de meio SOC, e
a suspensao foi incubada por 1 hora em estufa com agitacdo a 250 rpm. Em seguida, as
células foram plaqueadas nas condi¢des de espalhamento e esgotamento, em volumes
de 100 plL e 200 pL, respectivamente, em meio agar LB contendo canamicina. As placas

foram incubadas a 37°C por 24 horas (SAMBROOK; RUSSELL, 2001; WU et al., 2010).

3.3.6 Indculo de coldnia isolada de E. coli DH10B

Apds o periodo deincubacdoinicial, o indculo foi preparado, constituido pela coleta de
uma fragdo correspondente a 1/100 (v/v) do pré-cultivo. Essa aliquota foi transferida
para meio de cultura LB-Miller suplementado com Tween e canamicina, sendo mantida
a 37°C por 18 horas, sob agitacdo constante de 150 rpm. Durante esse periodo, o
crescimento da cultura foi monitorado até que fosse atingida uma densidade dptica

(ODsoo) de 0,6

3.3.7 Extragao dos plasmideos em E. coli DH10B
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A extracdao do DNA plasmidial foi realizada utilizando o Kit de Extracao de DNA de
Plasmideos da Norgen Biotek Corp®. As amostras bacterianas foram cultivadasem 2 mL
de meio LB por um periodo de 16 a 18 horas, a 37°C, sob agitacdo constante. Em
seguida, as culturas foram transferidas para microtubos Eppendorf® e centrifugadas a
13.000 rpm por 1 minuto em microcentrifuga da mesma marca. Apds a centrifugacao,
os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos ressuspendidos em 250 ulL de
solugdo Buffer I. Adicionaram-se, entdao, 250 uL de solugdo Buffer I, e a suspensao foi
cuidadosamente homogeneizada e incubada em banho de gelo por 5 minutos.
Posteriormente, 350 uL de solucdo Buffer Ill foram adicionados, seguidos de nova
incubacdo em gelo por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por
10 minutos, e o sobrenadante obtido foi transferido para o filtro do kit. O DNA foi
lavado sequencialmente com 500 uL e 750 uL de solucdo Buffer PE. Em seguida, o filtro
foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga, e o eluente de DNA foi
adicionado. O tubo foi novamente centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. Apds a
eluicdo, as amostras foram quantificadas em espectrofotometro NanoDrop
(Invitrogen®), e os DNAs plasmidiais foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 0,8%.

3.3.8 Preparacgdo das células competentes M. smegmatis mc2155 e BCG Moreau

Na etapa de transformacdao dos plasmideos em M. smegmatis mc2155, células
competentes previamente armazenadas a —80°C foram utilizadas. Para a preparacao
das solugdes transformantes, as células quimio e eletrocompetentes foram
descongeladas e cultivadas em 5 mL de meio LB suplementado com 0,05% de Tween
80, sendo incubadas em agitador a 37°C, 100 rpm, por um periodo de 16 a 24 horas.
Durante a incubacdo, o crescimento foi monitorado por meio da densidade dptica

3.3.9 Eletroporacdo dos plasmideos em M. smegmatis mc2155 e BCG Moreau

Em microtubos distintos, cada um contendo 200 uL de células eletrocompetentes de
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M. smegmatis mc2155, 1 uL de DNA plasmidial (pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e
pMV361-HBHA) foi adicionado. A transformacdo por eletroporacdo foi realizada sob as
seguintes condic¢des: 2,5 kV, 25 uF e 200 Q. Apds a aplicagdo do pulso elétrico, as
suspensdes foram rapidamente transferidas para tubos Falcon® contendo 5 mL de
meio LB suplementado com 0,05% de Tween 80 e incubadas por 16 a 24 horasa 37°C,
sob agitacdo suave. No dia seguinte, o crescimento das células foi monitorado por meio
da leitura da densidade dptica (ODeoo). Posteriormente, aliquotas de 100 uL e 900 pL
das células em meio LB-agar suplementado com canamicina (25 pg/mL) foram
plaqueadas. As placas foram incubadas a 37°C por até 4 dias, até a formacdo de

colonias.

3.3.10 Inéculo de coldnia isolada de M. smegmatis mc2155 e BCG Moreau

Apdso periodo deincubacdo inicial, o indculo foi preparado, constituido pela coleta de
uma fragdo correspondente a 1/100 (v/v) do pré-cultivo. Essa aliquota foi transferida
para meio LB-Miller suplementado com Tween 80 e canamicina, sendo incubada a 37°C
por 18 horas, sob agitacdao constante de 150 rpm. Durante a incubacdo, o crescimento
da cultura foi monitorado por meio da densidade dptica (ODeoo), até atingir o valor de

0,6.

3.3.11 Confirmacgdo da presenca do plasmideo

A presenca dos plasmideos em M. smegmatis mc2155 foi confirmada por meio de eletroforese

em gel de agarose. Inicialmente, os plasmideos foram extraidos das células utilizando o Kit de

Extracdo de DNA plasmidial (conforme descrito no item 3.4.4). Em seguida, as amostras de

DNA foram carregadas em gel de agarose a 0,8%, preparado em tampao TAE, e submetidas a

corrente elétrica adequada para separacdo dos fragmentos. Apds a corrida eletroforética, os

geis foram corados com brometo de etidio ou outro corante intercalante, e as bandas

correspondentes aos plasmideos esperados foram visualizadas sob luz UV. A presenca de

bandas com tamanho compativel com os plasmideos de interesse (pMV261, pMV261-HBHA,

pMV361 e pMV361-HBHA) confirmou a transformacdo bem-sucedida das células.
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3.5.12 Extracdo de proteinas em M. smegmatis mc2155

A extracdo das proteinas foi realizada a partir de culturas M. smegmatis mc2155, conforme
protocolo validado (PPGMCS/PUCRS, CPBMF-TECNOPUC). Inicialmente, 1 colonia bacteriana
foi inoculada em meio LB suplementado com Tween-80 a 0,05% e incubada a 37°C, sob
agitacdo constante de 180 rpm, por um periodo de 72 horas. Apds o crescimento, as culturas
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos, sendo o pellet resultante lavado 2 vezes
comtampao Tris-HCI 10 mM (pH 8.0). Cada lavagem foi seguida de centrifugacdo nas mesmas
condicdes. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de tampado Tris-HCl 10 mM (pH
8.0) e submetido a sonicacdo com 10 pulsos de 10 segundos, mantendo intervalos de 1 minuto
no gelo, com 21% de amplitude. Apds a lise celular, as amostras foram centrifugadas a 13.000
rpm por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e considerado como a fragao soluvel,
enquanto o pellet foi ressuspendido em 500 pL de tampdo Tris-HCI 10 mM (pH 8.0),
constituindo a fragdo insoltuvel. As amostras obtidas foram posteriormente aplicadas em gel
de SDS-PAGE a 12%, para avaliacdo do perfil proteico. Como marcador de peso molecular, o

BenchMark™ Protein Ladder (Cat. n2 10747012) foi utilizado.
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4- RESULTDOS

4.1 Dados in silico

4.1.1 Sequéncias genémicas das proteinas MPB64 e HBHA

Para a predicdo populacional dos epitopos das proteinas MPB64 e HBHA, inicialmente
a identificacdo e o resgate das sequéncias génicas correspondentes no banco de dados
GenBank foram realizados. As sequéncias completas de aminoacidos das 2 proteinas foram
obtidas e utilizadas como entrada para as analises no portal IEDB, que possibilita a predicdo
de epitopos com base na interacdo com moléculas do MHC de diferentes populacbes

humanas.

MPB64:
MRIKIFMLVTAVVLLCCSGVATAAPKTYCEELKGTDTGQACQIQMSDPAYNINISLPSYYPDQKSLENYIAQ
TRDKLSAATSSTPREAPYELNITSATYQSAIPPRGTQAVVLKVYQNAGGTHPTTTYKAFDWDQAYRKPITY
DTLWQADTDPLPVVFPIVQGELSKQTGQQVSIAPNAGLDPVNYQNFAVTNDGVIFFFNPGELLPEAAGP
TQVLVPRSAIDSMLA

HBHA:
MAENPNIDDLPAPLLAALGAADLALATVNDLIANLRERAEETRAETRTRVEERRARLTKFQEDLPEQFIELR
DKFTTEELRKAAEGYLEAATNRYNELVERGEAALQRLRSQTAFEDASARAEGYVDQAVELTQEALGTVAS
QTRAVGERAAKLVGIELPGKAEAAGKKAQKAIAKAPAKKASAKKAPAKKAPAKKAAAKKVTQK

Essas sequéncias serviram como base para as etapas subsequentes de predigdo dos
epitopos de ligagdo a MHC classes | e Il, bem como para as analises comparativas entre

diferentes alelos e populagdes, utilizando os algoritmos disponiveis no IEDB.

4.1.2 Predigdo de epitopos

A predicao de epitopos foi realizada para as proteinas MPB64 e HBHA, com o objetivo
de identificar sequéncias peptidicas com maior potencial imunogénico e antigénico, visando
sua aplicagao no desenvolvimento de candidatos vacinais. Para ambas as proteinas, as andlises

contemplaram a predicdo de epitopos com capacidade de ligacdo as moléculas MHC-l e MHC-
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Il, permitindo a avaliacdo de potenciais respostas imunolégicas mediadas por linfécitos T CD8+

e T CD4+, respectivamente.

Os resultados gerados pela plataforma foram inicialmente apresentados em formato
de tabela, contendo os epitopos preditos, seus respectivos alelos de ligacdo do sistema HLA e
os valores de %Rank, parametro que estima a afinidade de ligacao entre cada peptideo e a
molécula de HLA correspondente. Valores menores de %Rank indicam maior afinidade
predita, sendo, portanto, associados a maior probabilidade de reconhecimento imunoldgico

(KHAN et al., 2022).

Apds a obtencgdo dos dados brutos, realizou-se uma etapa de curadoria, que incluiu a
remocao de peptideos redundantes e a sele¢do dos epitopos com base no critério de %Rank
< 1,0. Esse procedimento permitiu priorizar os peptideos com maior afinidade de ligacdo e
maior relevancia imunolégica, os quais foram subsequentemente submetidos as andlises

complementares descritas a seguir.

4.1.3 Predicao de epitopos da proteina MPB64 — ligagdo com MHC classe |

Apds a submissdo da sequéncia da proteina MPB64 a plataforma IEDB, os peptideos
candidatos a ligacdo com moléculas de MHC classe | foram identificados. A andlise baseou-se
no algoritmo de predicdo de ligagdo a HLA e considerou os diferentes alelos humanos

disponiveis na base de dados.

A Tabela 2 apresenta os principais epitopos preditos da proteina MPB64 com potencial
de ligacdo ao complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I). Sdo
apresentados os peptideos selecionados, seu comprimento em aminodcidos (aa), os
respectivos alelos de HLA aos quais demonstraram capacidade de ligacdo, o nimero de alelos
reconhecidos, o melhor valor de %Rank obtido e a classificacdo de afinidade predita. Os
epitopos destacados apresentaram valores de %Rank variando entre 0,01 e 0,14, indicando
elevado potencial de interagdo com moléculas de MHC-I e, consequentemente, relevancia

para o reconhecimento por linfécitos T citotdxicos.
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TABELA 2 — ANALISE PREDITIVA DE EPITOPOS DA PROTEINA MPB64 COM CAPACIDADE DE

LIGAGAO AO MHC-I
Epitopo Comprimento Alelos de ligacao N2 de Melhor | Classificagcao
(aa) (HLA) alelos %Rank de afinidade
HLA-A11:01, HLA- 0,01 Alta
GTHPTTTYK 9 A03:01, HLA- 3
B*30:01
GGTHPTTTYK 10 HLA-A11:01, HLA- 2 0,02 Alta
A03:01
QAYRKPITY 9 HLA-B35:01, HLA- 2 0,04 Alta
A15:01
TPREAPYEL 9 HLA-B*07:02 1 0,01 Alta
STPREAPYEL 10 HLA-B*07:02 1 0,03 Alta
VPRSAIDSM 9 HLA-B*07:02 1 0,01 Alta
VPRSAIDSML 10 HLA-B*07:02 1 0,04 Alta
TQAVVLKVY 9 HLA-A*15:01 1 0,01 Alta
HPTTTYKAF 9 HLA-B*35:01 1 0,02 Alta
KAFDWDQAY 9 HLA-B*35:01 1 0,03 Alta
YKAFDWDQAY 10 HLA-B*35:01 1 0,04 Alta
ITYDTLWQA 9 HLA-A*02:06 1 0,04 Alta
KPITYDTLW 9 HLA-B*53:01 1 0,03 Alta
REAPYELNI 9 HLA-B*40:01 1 0,08 Alta
EAAGPTQVLV 10 HLA-B*68:02 1 0,02 Alta
SAATSSTPR 9 HLA-A*68:01 1 0,14 Alta

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados do Immune Epitope Database (IEDB).

Para cada epitopo, os alelos de ligacdo correspondentes, o numero de interacdes
observadas e o menor valor de %Rank, utilizado como indicador da maior afinidade de ligacdo,
foram considerados. Todos os epitopos apresentados exibiram alta afinidade predita (%Rank

< 1,0), sendo, portanto, selecionados para as etapas subsequentes de analise.

4.1.4 Predicdo de epitopos da proteina MPB64 — ligagdo com MHC classe I

Apds a identificacdo dos epitopos da proteina MPB64 com potencial de ligacdo ao
MHC-I, foi realizada a predicao de epitopos capazes de interagir com moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade de classe 1l (MHC-Il). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 3, que reline os principais peptideos selecionados, seu comprimento
em aminodcidos (aa), os respectivos alelos de HLA de classe Il aos quais demonstraram

capacidade de ligacdo, o melhor valor de %Rank observado e a classificacdo de afinidade
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predita. A andlise desses parametros permite identificar epitopos com maior potencial

imunogénico para ativacdo de linfécitos T auxiliares (CD4+), contribuindo para a avaliagdo do

potencial da proteina MPB64 como alvo em estratégias vacinais e imunodiagndsticas.

TABELA 3- ANALISE PREDITIVA DE EPITOPOS DA PROTEINA MPB64 COM CAPACIDADE DE

LIGACAO AO MHC-II
Epitopo Comprimento | Alelos de ligagao (HLA) | N2 de | Melhor | Classificagao
(aa) alelos | %Rank de afinidade

SDPAYNINISLPSYY 15 HLA-DRB302:02, HLA- 2 0,05 Alta
DRB109:01

DPAYNINISLPSYYP 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,05 Alta

PAYNINISLPSYYPD 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,05 Alta

AYNINISLPSYYPDQ 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,11 Alta

QMSDPAYNINISLPS 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,79 Alta

MSDPAYNINISLPSY 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,12 Alta

IKIFMLVTAVVLLCC 15 HLA-DRB107:01, HLA- 2 0,12 Alta
DRB101:01

KIFMLVTAVVLLCCS 15 HLA-DRB107:01, HLA- 2 0,12 Alta
DRB101:01

MRIKIFMLVTAVVLL 15 HLA-DRB107:01, HLA- 2 0,12 Alta
DRB101:01

RIKIFMLVTAVVLLC 15 HLA-DRB107:01, HLA- 2 0,12 Alta
DRB101:01

RDKFLSAATSSTPRE 15 HLA-DRB1*04:01 1 0,25 Alta

TRDKFLSAATSSTPR 15 HLA-DRB1*04:01 1 0,25 Alta

DKFLSAATSSTPREA 15 HLA-DRB1*04:01 1 0,49 Alta

QTRDKFLSAATSSTP 15 HLA-DRB1*04:01 1 0,64 Alta

GVIFFFNPGELLPEA 15 HLA-DRB302:02, HLA- 2 0,70 Alta
DPA103:01

DGVIFFFNPGELLPE 15 HLA-DPA103:01, HLA- 2 0,85 Alta
DRB302:02

VIFFFNPGELLPEAA 15 HLA-DPA103:01, HLA- 2 0,77 Alta
DRB302:02

QNFAVTNDGVIFFFN 15 HLA-DRB3*01:01 1 0,76 Alta

YQNFAVTNDGVIFFF 15 HLA-DRB3*01:01 1 0,76 Alta

NFAVTNDGVIFFFNP 15 HLA-DRB3*01:01 1 0,88 Alta

REAPYELNITSATYQ 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,99 Alta

EAPYELNITSATYQS 15 HLA-DRB3*02:02 1 0,90 Alta

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados do Immune Epitope Database (IEDB).

Durante a predicdo de epitopos de MHC-Il para a proteina MPB64, 11.853 peptideos

potenciais foram identificados. Apds a aplicagdo do critério de sele¢do baseado em %Rank <
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1,0, 290 peptideos foram considerados elegiveis. Posteriormente, os peptideos redundantes
foram removidos e os resultados consolidados em epitopos Unicos. Para cada epitopo, os
alelos de ligacdo correspondentes, o nimero de intera¢cdes observadas e o menor valor de
%Rank, utilizado como indicador da maior afinidade de ligacdo, foram considerados. Todos os
epitopos apresentados exibiram alta afinidade predita, sendo, portanto, selecionados para as

analises subsequentes.

4.1.5 Predicao de epitopos da proteina HBHA - ligagao com MHC classe |

A andlise preditiva dos epitopos da proteina HBHA foi realizada utilizando o mesmo
protocolo empregado para a proteina MPB64, permitindo a identificacdao de peptideos com
potencial de liga¢do ao complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I). Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 4, que relne os principais epitopos
selecionados, seu comprimento em aminoacidos (aa), os respectivos alelos de HLA aos quais
demonstraram capacidade de ligagcdo, o numero de alelos reconhecidos, o melhor valor de
%Rank observado e a classificacdo de afinidade predita. A avaliacdo desses parametros
possibilita identificar epitopos com maior potencial de reconhecimento por linfocitos T
citotdxicos, contribuindo para a caracterizacdo imunoldgica da proteina HBHA e sua

aplicabilidade em estudos voltados ao desenvolvimento de vacinas e imunodiagndsticos.

TABELA 4 - ANALISE PREDITIVA DE EPITOPOS DA PROTEINA HBHA COM CAPACIDADE DE
LIGACAO AO MHC-I

Epitopo Comprimento Alelos de ligagao N2 de Melhor Classificagao de
(aa) (HLA) alelos %Rank afinidade
LPAPLLAAL 9 HLA-B07:02, HLA- 3 0,02 Alta
B35:01, HLA-

B*51:01

AIAKAPAKK 9 HLA-A03:01, HLA- 2 0,02 Alta
Al11:01

AAAKKVTQK 9 HLA-A03:01, HLA- 2 0,03 Alta
Al11:.01

ETRTRVEER 9 HLA-A68:01, HLA- 2 0,02 Alta
A33:01

TVNDLIANLR 10 HLA-A*68:01 1 0,03 Alta

TVNDLIANL 9 HLA-B*68:02 1 0,02 Alta

TAFEDASAR 9 HLA-A*68:01 1 0,03 Alta
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QTAFEDASAR 10 HLA-A*68:01 1 0,06 Alta
YLEAATNRY 9 HLA-A*01:01 1 0,02 Alta
AENPNIDDL 9 HLA-B*40:01 1 0,06 Alta
KAIAKAPAK 9 HLA-B*30:01 1 0,01 Alta
KAIAKAPAKK 10 HLA-A*03:01 1 0,06 Alta
EAAGKKAQK 9 HLA-A*68:01 1 0,14 Alta
ETRAETRTR 9 HLA-A*68:01 1 0,20 Alta
LQRLRSQTAF 10 HLA-A*15:01 1 0,07 Alta
EELRKAAEGY 10 HLA-A*44:03 1 0,08 Alta

Fonte: Elaborado pela autora a partir de dados do Immune Epitope Database (IEDB).

A analise imunoinformatica da proteina HBHA para epitopos de MHC-| identificou
inicialmente um grande conjunto de peptideos candidatos. Apds a aplicagdo do critério de
selecdo baseado em %Rank < 1,0, os peptideos elegiveis foram filtrados e os redundantes
removidos. Os resultados foram entdo consolidados em epitopos Unicos. Para cada epitopo,
os alelos de ligacdo correspondentes, o nimero de interagdes observadas e o menor valor de
%Rank, utilizado como indicador da maior afinidade de ligagao, foram considerados. Todos os
epitopos apresentados exibiram alta afinidade predita, sendo selecionados para as etapas

subsequentes de analise.

4.1.6 Predicao de epitopos da proteina HBHA - ligagao com MHC classe Il

Apos a identificacdo dos epitopos da proteina HBHA com potencial de ligacdo ao
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I), foi realizada a andlise
preditiva de epitopos capazes de interagir com moléculas de MHC classe Il (MHC-Il). Os
resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5, que redne os principais peptideos
selecionados, seu comprimento em aminodcidos (aa), os respectivos alelos de HLA de classe
Il aos quais demonstraram capacidade de ligagao, o melhor valor de %Rank observado e a
classificacdo de afinidade predita. A avaliacdo desses parametros permite identificar epitopos
com maior potencial de ativacdo de linfécitos T auxiliares (CD4+), contribuindo para a
caracterizagao imunoldgica da proteina HBHA e para a investiga¢do de sua aplicabilidade em

estratégias de desenvolvimento vacinal e imunodiagndstico.

35



TABELA 5 - ANALISE PREDITIVA DE EPiTOPOS DA PROTEINA HBHA COM CAPACIDADE DE

LIGACAO AO MHC-II
Epitopo Comprimento | Alelos de ligagdo | N2 de Melhor | Classificagao
(aa) (HLA) alelos %Rank de afinidade
LTKFQEDLPEQFIEL 15 HLA-DRB3*01:01 | 1 0,70 Alta
RLTKFQEDLPEQFIE 15 HLA-DRB3*01:01 | 1 0,76 Alta
ARLTKFQEDLPEQFI 15 HLA-DRB3*03:01 | 1 0,82 Alta
EGYVDQAVELTQEAL | 15 HLA-DQA1*01:01 | 1 0,96 Alta
TKFQEDLPEQFIELR 15 HLA-DRB3*01:01 |1 0,98 Alta

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados do Immune Epitope Database (IEDB).

Durante a analise de epitopos de MHC-Il da proteina HBHA, 5.161 peptideos
candidatos foram inicialmente identificados. Apds a aplicacdo do critério de selecdo baseado
em %Rank < 1,0, apenas 5 peptideos atenderam aos critérios estabelecidos. Como ndao foram
observadas redundancias entre os epitopos selecionados, todos foram mantidos na analise
final. Para cada epitopo, o alelo de ligagdo correspondente e o valor de %Rank, utilizado como
indicador da afinidade predita de liga¢do, foram considerados. Todos os epitopos
selecionados apresentaram alta afinidade, sendo, portanto, considerados promissores para as

etapas subsequentes de avaliagdo imunoinformatica.

4.2 Cobertura populacional

A analise de cobertura populacional foi conduzida por meio da ferramenta Population
Coverage, disponibilizada pelo banco de dados IEDB, a qual estima a proporc¢ao de individuos
potencialmente capazes de apresentar uma resposta imune mediada por moléculas do MHC
em diferentes populacdes humanas (BUI et al., 2006). Para cada epitopo selecionado, foram
inseridos os alelos HLA respondentes e suas respectivas interacdes preditas com moléculas de
MHC de classe | e Il, obtidas nas etapas anteriores. A ferramenta calcula a cobertura
populacional com base nas frequéncias alélicas de HLA descritas para distintas regides
geograficas e grupos étnicos, permitindo estimar a porcentagem de individuos com potencial
para reconhecer e apresentar os epitopos avaliados (BUI et al., 2006; ARRIETA-BOLANOS;
HERNANDEZ-ZARAGOZA; BARQUERA, 2023).

4.2.1. Avaliacao da Cobertura Populacional Global dos Complexos Epitopo—HLA Derivados
da Proteina MPB64
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A andlise de cobertura populacional dos epitopos da proteina MPB64 restritos a ligacdo
de MHC-I, revelou uma abrangéncia elevada, conforme ilustrado na Figura 5. Observou-se
uma cobertura populacional de 98,55%, indicando que a maioria dos individuos nas
populacOes avaliadas apresenta potencial para reconhecer ao menos um dos epitopos
preditos. Esse resultado foi obtido a partir da andlise de um conjunto de 290 peptideos,
evidenciando a ampla representatividade dos alelos de MHC-I considerados. Esses dados
sugerem um elevado potencial imunogénico dos epitopos selecionados para indugao de

resposta mediada por linfécitos T CD8*.
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FIGURA 6 — Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
MPB64 com afinidade de ligagdo ao MHC classe |. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de individuos (%)
em fungdo do nimero de combinacdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha cumulativa indica a
porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou cobertura populacional
global estimada de 98,55%, com média de 24,06 reconhecimentos epitopo/HLA por individuo e valor de PC90
igual a 9,21.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

A analise de cobertura populacional global dos epitopos da proteina MPB64 também

foi realizada para MHC-I, resultando em uma cobertura de 48,8%, com base nas interacées
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com moléculas dessa classe. Dos 30 epitopos inicialmente submetidos a analise, 11 foram
reconhecidos pela plataforma e, portanto, considerados no célculo final da cobertura. Os

resultados obtidos estao apresentados na figura 6.
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FIGURA 7 — Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
MPB64 com afinidade de ligagdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de individuos (%)
em fungdo do nimero de combinacdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha cumulativa indica a
porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou cobertura populacional
global estimada de 98,55%, com média de 24,06 reconhecimentos epitopo/HLA por individuo e valor de PC90
igual a 9,21.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

4.2.2 Avaliagao da Cobertura Populacional Brasileira dos Complexos Epitopo—HLA Derivados
da Proteina MPB64

Apods a avaliacdo da cobertura populacional em escala global, realizou-se a analise
especifica para a populacdo brasileira. Essa abordagem teve como objetivo comparar os
resultados obtidos no Brasil com aqueles previamente observados em nivel global, permitindo

uma avaliacdo mais direcionada da aplicabilidade dos epitopos no contexto nacional.
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A andlise de cobertura populacional dos epitopos da proteina MPB64 para MHC-I,
considerando a populacdo brasileira, demonstrou uma cobertura de 96,1%. Esse resultado
indica ampla capacidade de reconhecimento pelos alelos HLA mais frequentes no pais,
sugerindo alto potencial imunoldgico dos epitopos selecionados nesse contexto populacional.
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FIGURA 8 — Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
MPB64 com afinidade de ligagdo ao MHC classe I. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
do territério brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combinacdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populacdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou
cobertura populacional estimada de 96,1%, com média de 19,96 reconhecimentos epitopo/HLA por individuo e
valor de PC90 igual a 7,52.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

A andlise de cobertura populacional dos epitopos da proteina MPB64 para MHC-II,
restrita a populacdo brasileira, revelou uma cobertura inferior a média global,
correspondendo a menos da metade do valor observado mundialmente. Dos 30 epitopos
avaliados, 8 foram reconhecidos na populagdo brasileira, enquanto 3 epitopos previamente

identificados na andlise global ndo apresentaram reconhecimento nesse cenario especifico.
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FIGURA 9 — Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
MPB64 com afinidade de ligagdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuigdo da cobertura populacional
do territério brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combinac¢des epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou
cobertura populacional global estimada de 98,55%, com média de 24,06 reconhecimentos epitopo/HLA por
individuo e valor de PC90 igual a 9,21.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

4.2.3 Avaliagao da Cobertura Populacional Global dos Complexos Epitopo—HLA Derivados

da Proteina HBHA

De forma semelhante as analises anteriores, o mesmo procedimento foi aplicado a
proteina HBHA para epitopos de liga¢gdo a MHC-I. O resultado da cobertura populacional em
escala global é apresentado na Figura 9, evidenciando uma cobertura de 98,36%, indicando

ampla abrangéncia dos epitopos preditos na populagdo mundial.
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FIGURA 10 — Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
HBHA com afinidade de ligacdo ao MHC classe I. O gréafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de individuos (%)
em func¢do do nimero de combinagbes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha cumulativa indica a
porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou cobertura populacional
global estimada de 98,36%, com média de 14,976 reconhecimentos epitopo/HLA por individuo e valor de PC90
igual a 5,36.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

A analise de predicao populacional global dos epitopos da proteina HBHA para MHC-II
revelou uma cobertura de 23,43%, indicando baixa amplitude de reconhecimento
imunolégico. Entre os cinco epitopos avaliados, apenas 1 apresentou reconhecimento pela
plataforma, o que contribui diretamente para a reduzida cobertura observada (Figura 9). Esses
resultados evidenciam a limitacdo do conjunto de epitopos identificados e reforcam a
importancia de considerar a variabilidade genética e populacional na avaliacdo da

imunogenicidade da proteina HBHA em diferentes contextos geograficos.
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FIGURA 11 - Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
HBHA com afinidade de ligacdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de individuos (%)
em fungdo do nimero de combinacdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha cumulativa indica a
porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A andlise revelou cobertura populacional
global estimada de 26,43 com média de 0,26 reconhecimentos epitopo/HLA por individuo e valor de PC90 igual
a 0,14.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

4.2.4 Avaliagdao da Cobertura Populacional Brasileira dos Complexos Epitopo—HLA Derivados

da Proteinas HBHA

A andlise de predicdao populacional no Brasil para os epitopos da proteina HBHA de
MHC-I foi realizada de forma semelhante as etapas previamente descritas. Conforme
observado nos resultados anteriores (figura 6 até 11), as coberturas populacionais associadas
a ligacdo de MHC-I foram consistentemente superiores as obtidas para MHC-II. Essa diferenca
também se reflete no maior nimero de epitopos identificados para MHC-I em comparacado
com MHC-II. Tal disparidade destaca a importancia de considerar as especificidades das
interagdes entre epitopos e moléculas de MHC-I e MHC-II na avaliagao da imunogenicidade

de antigenos em diferentes populagdes.
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FIGURA 12 - Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
HBHA com afinidade de ligacdo ao MHC classe I. O grafico apresenta a distribui¢cdo da cobertura populacional do
territério brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combina¢des epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A analise revelou
cobertura populacional global estimada de 95,87%, com média de 14,09 reconhecimentos epitopo/HLA por
individuo e valor de PC90 igual a 4,58.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022,

A andlise de predicdo populacional no Brasil para os epitopos da proteina HBHA
restritos ao MHC-Il, conduzida de forma semelhante as etapas previamente descritas (figura
6 até 12), resultou em uma cobertura de 60,09%. Dos 5 epitopos avaliados, apenas 1

apresentou reconhecimento na populacgao brasileira.
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FIGURA 13 — Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados da proteina
HBHA com afinidade de ligagdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura populacional
do territério brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combinagdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A andlise revelou
cobertura populacional global estimada de 60,09%, com média de 0,6 reconhecimentos epitopo/HLA por
individuo e valor de PC90 igual a 0,25.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

4.2.5 Avaliacao da Cobertura Populacional Global dos Complexos Epitopo—HLA Derivados
das Proteinas HBHA e MPB64

Ao avaliar a combinacdo das 2 proteinas na plataforma, seguindo os mesmos
procedimentos descritos anteriormente, observou-se um aumento na cobertura populacional
global em comparacdo as analises realizadas de forma isolada. Esse resultado sugere que a
inclusdo conjunta das proteinas pode potencializar a resposta imunoldgica, ampliando o
conjunto de epitopos reconhecidos em uma populacdo mais abrangente. Dessa forma, os
achados reforcam a importancia da utilizacdo de multiplos antigenos em estratégias vacinais

e em estudos de imunogenicidade (DHANDA et al., 2023).
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FIGURA 14 - Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados das proteinas
HBHA e MPB64 com afinidade de ligagdo ao MHC classe |. O gréafico apresenta a distribuicdo da cobertura
populacional mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combinagdes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A anadlise revelou
cobertura populacional global estimada de 98,55% com média de 39,03 reconhecimentos epitopo/HLA por
individuo e valor de PC90 igual a 16,02.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

A andlise conjunta das 2 proteinas para epitopos de ligacdo ao MHC-I resultou em uma
cobertura populacional de 98,55%. Esse valor elevado esta predominantemente associado ao
desempenho dos epitopos da proteina MPB64, que apresentaram maiores percentuais de
cobertura. No entanto, esse achado ndo invalida o potencial da combinacdo dos epitopos de
ambas as proteinas, que pode contribuir para resultados ainda mais promissores em termos

de amplitude de reconhecimento imunolégico.
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FIGURA 15 - Cobertura populacional global estimada para os complexos epitopo—HLA derivados das proteinas
HBHA e MPB64 com afinidade de ligacdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura
populacional mundial calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a frequéncia de
individuos (%) em fung¢do do nimero de combinac¢des epitopo/HLA reconhecidas (eixo X), enquanto a linha
cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A andlise revelou
cobertura populacional global estimada de 62,39 % com média de 2,27 reconhecimentos epitopo/HLA por
individuo e valor de PC90 igual a 0,27.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

A analise conjunta das proteinas MPB64 e HBHA quanto a ligagdo ao MHC-II resultou
em uma cobertura populacional mundial de 62,39%, indicando uma ampliacdo na distribuicao
dos epitopos reconhecidos. Ao todo, 12 epitopos dentre os 35 avaliados (30 provenientes da

MPB64 e 5 da HBHA) foram identificados (Figura 15).

4.2.6 Avaliagao da Cobertura Populacional Brasileira dos Complexos Epitopo—HLA Derivados
das Proteinas HBHA e MPB64

Repetindo o processo realizado anteriormente, porém considerando exclusivamente a
cobertura populacional no Brasil, observou-se um desempenho ainda mais expressivo, com
maior alcance nas interagcdes de MHC-I quando ambas as proteinas foram analisadas em
conjunto. Destaca-se, novamente, a contribuicdo significativa da proteina MPB64 para esse

resultado.
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FIGURA 16 — Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados das proteinas
MPB64 e HBHA com afinidade de ligacdo ao MHC classe |. O gréafico apresenta a distribuicdo da cobertura
populacional do territdrio brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a
frequéncia de individuos (%) em fungdo do nimero de combinagbes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X),
engquanto a linha cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A
andlise revelou cobertura populacional global estimada de 96,1% com média de 34,06 reconhecimentos
epitopo/HLA por individuo e valor de PC90 igual a 12,6.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

Finalizando as andlises de cobertura populacional para MHC-Il, obteve-se um
percentual de 69,13%, evidenciando o potencial promissor da combinagao dos epitopos na

ampliacdo da resposta imunolégica.
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FIGURA 17 — Cobertura populacional do Brasil estimada para os complexos epitopo—HLA derivados das proteinas
MPB64 e HBHA com afinidade de ligacdo ao MHC classe Il. O grafico apresenta a distribuicdo da cobertura
populacional do territdrio brasileiro calculada a partir dos epitopos preditos, em que as barras representam a
frequéncia de individuos (%) em fungdo do nimero de combinagbes epitopo/HLA reconhecidas (eixo X),
enquanto a linha cumulativa indica a porcentagem acumulada da populagdo coberta (eixo Y secundario). A
analise revelou cobertura populacional global estimada de 69,13% com média de 1,34 reconhecimentos
epitopo/HLA por individuo e valor de PC90 igual a 0,32.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da ferramenta Population
Coverage do Immune Epitope Database (IEDB). Disponivel em: https://www.iedb.org. Acesso em: mar. 2022.

4.3 Avalia¢ao da Frequéncia Global dos Alelos HLA-A01:01, HLA-A03:01 e HLA-A*11:01

A analise de frequéncia dos alelos do HLA foi realizada utilizando a plataforma Allele
Frequency Net Database, com o objetivo de identificar os alelos mais prevalentes no Brasil e
no mundo. Considerando que os antigenos bacterianos sdao apresentados aos linfécitos T CD4*
no contexto de moléculas HLA de classe |l, esta etapa buscou subsidiar a selecdo de epitopos

capazes de interagir com dominios especificos dessas moléculas.

Na andlise, os alelos mais recorrentes nas predicées de epitopos foram incluidos: HLA-
A*01:01, HLA-A*03:01 e HLA-A*11:01. As frequéncias alélicas foram determinadas com base
em dados populacionais provenientes de estudos publicados (BUI et al., 2006; ARRIETA-
BOLANOS; HERNANDEZ-ZARAGOZA; BARQUERA, 2023), permitindo caracterizar a diversidade

genética e a distribuicdo desses alelos nas populacdes avaliadas.

48



4.3.1 Analise da Frequéncia Global do Alelo HLA-A*01:01

O alelo HLA-A*01:01 apresentou ampla distribuicdo entre as populacbes analisadas,
com variagoes regionais observadas em diferentes continentes. Os dados indicaram presenca
significativa desse alelo em multiplos grupos populacionais, representando parcela relevante
da diversidade genética global (Figura 18). A heterogeneidade observada na frequéncia alélica
pode ser atribuida a fatores histdricos, demograficos e evolutivos, incluindo processos
migratérios, miscigenacao, deriva genética, selecdo natural e efeitos fundadores, que
influenciam a composi¢ao genética das popula¢des humanas (MACK et al., 2009; SOLBERG et
al., 2008).

De modo geral, maiores frequéncias do HLA-A*01:01 foram identificadas em
determinadas populacdes europeias e em grupos com ancestralidade europeia, enquanto
frequéncias reduzidas foram observadas em algumas popula¢des africanas, asidticas e
indigenas. Esse padrdo de distribuicdo reforca a natureza altamente polimdrfica do sistema
HLA e evidencia a importancia de considerar as especificidades genéticas regionais em estudos
de imunoinformatica e no desenvolvimento de estratégias vacinais (ROBINSON et al., 2020;

SIDNEY et al., 2010).

A ampla dispersao geografica do HLA-A*01:01 sugere que epitopos capazes de
interagir com esse alelo podem contribuir significativamente para a cobertura populacional
global, ampliando o potencial de reconhecimento imunolégico em diferentes contextos
étnicos e geograficos. Nesse sentido, a inclusdo de alelos amplamente distribuidos nas etapas
de predicdo e sele¢ao de epitopos constitui uma estratégia relevante para o desenvolvimento
de vacinas multiepitépicas com maior abrangéncia populacional (BUI et al., 2006; DE GROOQOT;

MARTIN, 2009).
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FIGURA 18 — Distribui¢do global da frequéncia alélica do HLA-A*01:01 nas populagdes mundiais. O mapa
apresenta a distribuicdo geografica da frequéncia do alelo HLA-A*01:01 em diferentes populagdes ao redor do
mundo, com base nos registros disponiveis na plataforma Allele Frequency Net Database. Os circulos
representam as populagdes amostradas, enquanto a escala de cores indica a frequéncia alélica observada,
variando de menores frequéncias (tons de azul) a maiores frequéncias (tons de vermelho). Os dados evidenciam
a variabilidade na distribui¢do do alelo entre diferentes regiGes geograficas e grupos populacionais.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da plataforma Allele Frequency
Net Database. Acesso em: jun. 2023

4.3.2 Analise da Frequéncia Global do Alelo HLA-A*03:01

O alelo HLA-A*03:01 apresentou distribuicdo moderada, sendo identificado em
diferentes regioes geograficas com frequéncias variaveis. A presenca desse alelo em multiplas
populacdes reforca sua relevancia nas analises de reconhecimento antigénico e resposta
imune (Figura 19). As variacOes observadas em sua frequéncia podem estar associadas a
fatores demograficos, histéricos e evolutivos, incluindo eventos migratérios, processos de
miscigenacdo, deriva genética e pressoes seletivas exercidas por patdgenos ao longo da

evolucdo humana (MACK et al., 2009; SOLBERG et al., 2008).

De maneira geral, o HLA-A*03:01 apresenta maior prevaléncia em populacdes
europeias e em grupos com ancestralidade europeia, embora também seja detectado em
frequéncias varidveis em populacdes da Asia, Africa e Américas. Esse padrdo evidencia o
elevado polimorfismo do sistema HLA e ressalta a importancia de considerar a distribuicao
alélica em diferentes contextos populacionais para o desenvolvimento de estratégias

imunoterapéuticas e vacinais mais abrangentes (ROBINSON et al., 2020).
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A ampla ocorréncia geografica do HLA-A03:01 sugere que epitopos com capacidade de
interacdGo com esse alelo podem contribuir significativamente para a ampliagdo da cobertura
populacional em estudos de predicdo imunoinformdtica. Dessa forma, a inclusGo do HLA-
A03:01 na selecdo de epitopos candidatos pode favorecer o reconhecimento imunoldgico em
diferentes grupos étnicos, aumentando o potencial de eficicia de vacinas multiepitopicas (BUI

et al., 2006; SIDNEY et al., 2008).
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FIGURA 19 — Distribuicdo global da frequéncia alélica do HLA-A*03:01 nas populagdes mundiais. O mapa
apresenta a distribuicdo geografica da frequéncia do alelo HLA-A*03:01 em diferentes populagdes ao redor do
mundo, com base nos registros disponiveis na plataforma Allele Frequency Net Database. Os circulos
representam as popula¢des amostradas, enquanto a escala de cores indica a frequéncia alélica observada,
variando de menores frequéncias (tons de azul) a maiores frequéncias (tons de vermelho). Os dados evidenciam
a variabilidade na distribuicdo do alelo entre diferentes regiGes geogréficas e grupos populacionais.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da plataforma Allele Frequency
Net Database. Acesso em: jun. 2023

4.3.3 Analise da Frequéncia Global do Alelo HLA-A*11:01

A frequéncia do alelo HLA-A*11:01 apresentou variagdes significativas entre as
populacdes analisadas, com maior prevaléncia observada em grupos especificos (Figura 20).
Essa heterogeneidade evidencia a influéncia de fatores genéticos, demograficos e geograficos

na distribuicdo global desse alelo, refletindo processos evolutivos como migracdes
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populacionais, deriva genética, efeito fundador e selecdo natural mediada por patdgenos

(MACK et al., 2009; SOLBERG et al., 2008).

Os dados indicam maiores frequéncias do HLA-A*11:01 em populacdes do leste e
sudeste asidtico, incluindo regides da China, Japao, Coreia e paises do Sudeste Asiatico,
enquanto frequéncias mais baixas foram observadas em grande parte das populagdes
europeias, africanas e americanas. Esse padrao de distribuicao reforca o elevado polimorfismo
do sistema HLA e destaca a importancia da ancestralidade genética na composicdo do

repertdrio imunogenético das popula¢cdes humanas (ROBINSON et al., 2020).

Considerando sua elevada prevaléncia em regides geograficas especificas, epitopos
com potencial de ligagdo ao HLA-A*11:01 podem desempenhar papel estratégico na
ampliagao da cobertura populacional em estudos voltados ao desenvolvimento de vacinas
multiepitdpicas direcionadas a populagdes asidticas. Dessa forma, a inclusdo desse alelo nas
etapas de predicdo e selecdo de epitopos contribui para o aumento da abrangéncia e da
eficacia potencial de estratégias vacinais baseadas em imunoinformatica, especialmente em

contextos de elevada diversidade genética (BUI et al., 2006; SIDNEY et al., 2008).
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FIGURA 20 — Distribuicdo global da frequéncia alélica do HLA-A*11:01 nas popula¢cbes mundiais. O mapa
apresenta a distribuicdo geografica da frequéncia do alelo HLA-A*11:01 em diferentes populagdes ao redor do
mundo, com base nos registros disponiveis na plataforma Allele Frequency Net Database. Os circulos
representam as populagdes amostradas, enquanto a escala de cores indica a frequéncia alélica observada,
variando de menores frequéncias (tons de azul) a maiores frequéncias (tons de vermelho). Os dados evidenciam
a variabilidade na distribuicdo do alelo entre diferentes regiGes geograficas e grupos populacionais.

Fonte: Elaborado pelos autores a partir de dados obtidos e analisados por meio da plataforma Allele Frequency
Net Database. Acesso em: jun. 2023

4.4 Selegao e Validagao in silico de Epitopos Candidatos com Potencial Vacinal

Apds a etapa de predicdo inicial, os epitopos identificados para as proteinas MPB64 e
HBHA foram submetidos a uma analise de filtragem complementar, com o objetivo de
selecionar apenas aqueles com maior potencial imunoldgico e perfil seguro para aplicacées
vacinais. Essa triagem foi conduzida com o auxilio de diferentes ferramentas bioinformaticas,
gue avaliaram parametros fundamentais como toxicidade, antigenicidade, imunogenicidade
e capacidade de inducdo de IFN-y.

A ferramenta ToxinPred foi utilizada para excluir epitopos potencialmente tdxicos,
garantindo a seguranca da sequéncia. Em seguida, a antigenicidade foi analisada no VaxiJen
v2.0, sendo mantidos apenas os peptideos com escore > 0,4, considerados preditivamente
imunogénicos. Aimunogenicidade foi avaliada no IEDB, selecionando os epitopos com escores
mais préximos de 1, indicativos de maior potencial de reconhecimento imunoldgico. Por fim,
a producao de IFN-y foi verificada por meio da ferramenta IFN epitope, permitindo identificar
peptideos capazes de induzir resposta celular do tipo Th1.

Os resultados apresentados na Tabela 6 correspondem a triagem dos peptideos da
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proteina MPB64 com potencial de ligacdo ao MHC-I. Essa etapa de filtragem permitiu a
obtencdo de um conjunto reduzido de epitopos que apresentam os parametros mais

favoraveis para indugdo de resposta imune.

Selecdo de epitopos de MHC-I da proteina MPB64 avaliados quanto a toxicidade,
antigenicidade, imunogenicidade e capacidade de indugdo de IFN-y (tabela 6). O perfil final foi
definido pela integracdo desses parametros, considerando como prioritarios os epitopos que
apresentaram simultaneamente elevada antigenicidade, imunogenicidade positiva e inducao
de IFN-y. Os epitopos classificados como promissores apresentaram resultados favoraveis na
maioria dos parametros avaliados, porém com menor desempenho em um ou mais critérios.
Os epitopos moderados corresponderam aqueles com potencial imunolégico intermediario
ou parcialmente limitado, enquanto os de baixa prioridade apresentaram menor
antigenicidade e/ou imunogenicidade predita, reduzindo seu potencial como candidatos

vacinais.

TABELA 6- SELECAO E PRIORIZAGAO DE EPITOPOS DE MHC-I DA PROTEINA MPB64

Epitopo Toxicidade | Antigenicidade | Imunogenicidade IFN-y Perfil final
(Vaxilen) (IEDB)
QIQMSDPAY | Nao toxico | 0,7914 0,3410 Positivo Prioritario
MSDPAYNIN | N&o toxico | 0,5297 0,1030 Positivo Promissor
QAYRKPITY Ndo téxico | 0,4897 0,0346 Positivo Promissor
ELNITSATY N3o téxico | 1,1433 0,0696 Negativo Promissor
SSTPREAPY N3o téxico | 0,5218 0,1726 Negativo Promissor
QADTDPLPV | Ndo tdxico | 0,7877 0,0416 Negativo Promissor
DTDPLPVVF N3o téxico | 0,6986 0,0338 Negativo Promissor
TSATYQSAI N3o téxico | 0,6157 -0,1776 Positivo Moderado
VTNDGVIFF N3o toxico | 0,4483 0,2728 Negativo Moderado
KAFDWDQAY | N3o toxico | 0,2014 0,2220 Negativo Baixa
prioridade

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos nas ferramentas bioinformaticas Immune
Epitope Database (IEDB), ToxinPred, Vaxilen v2.0 e IFNepitope.

A Tabela 7 apresenta os resultados da triagem dos peptideos da proteina MPB64
guanto ao seu potencial de ligacdo ao MHC-II. Os mesmos parametros de selecdo e priorizacdo
adotados anteriormente, diferenciando-se apenas pelo tipo de molécula de apresentacao

antigénica avaliada, foram utilizados.
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TABELA 7- SELECAO E PRIORIZAGAO DE EPITOPOS DE MHC-II DA PROTEINA MPB64

Epitopo Toxicidade Antigenicidade Imunogenicidade (IEDB) IFN-y Perfil final
(Vaxilen)
DPAYNINISLPSYYP Nao téxico 1,3183 0,5843 Positivo Prioritario
SDPAYNINISLPSYY N&o toxico 1,0888 0,4056 Positivo Prioritario
MSDPAYNINISLPSY N3o téxico 1,0193 0,2461 Positivo Prioritario
QMSDPAYNINISLPS Nado toxico 1,0013 0,0281 Positivo Prioritario
YQNFAVTNDGVIFFF Nao toéxico 0,5169 0,0105 Positivo Prioritario
PAYNINISLPSYYPD Nao toxico 1,5020 0,2185 Negativo Promissor
AYNINISLPSYYPDQ N3o téxico 1,0888 0,0191 Negativo Promissor
MRIKIFMLVTAVVLL N3o téxico 0,7450 0,0630 Negativo Promissor
RIKIFMLVTAVVLLC Nao toxico 0,4709 0,0370 Negativo Promissor
NFAVTNDGVIFFFNP N3o téxico 0,7428 0,0011 Negativo Promissor
REAPYELNITSATYQ N3o téxico 0,7941 0,1443 Negativo Promissor
RDKFLSAATSSTPRE Nao tdxico 0,1884 0,6223 Negativo Moderado
TRDKFLSAATSSTPR N3o téxico 0,3089 0,4802 Negativo Moderado
DKFLSAATSSTPREA N3o téxico 0,3124 0,2583 Negativo Moderado
QTRDKFLSAATSSTP Nao téxico 0,3567 0,2193 Negativo Moderado
VIFFFNPGELLPEAA N3o téxico 0,1884 0,4137 Negativo Moderado
QNFAVTNDGVIFFFN N3o téxico 0,3529 0,0035 Negativo Moderado
GVIFFFNPGELLPEA Nao téxico -0,1790 0,7328 Negativo Baixa
prioridade
DGVIFFFNPGELLPE N3o téxico -0,2573 0,6366 Negativo Baixa
prioridade

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos nas ferramentas bioinformaticas Immune
Epitope Database (IEDB), ToxinPred, Vaxilen v2.0 e IFNepitope.

Apods a avaliacdo dos peptideos da proteina MPB64, iniciaram-se as analises da

proteina HBHA. Os mesmos critérios e parametros, permitindo a comparacdo entre os

resultados e a selecdo dos epitopos mais promissores, foram aplicados. A Tabela 8 apresenta

os resultados da selecdo e priorizacdo dos epitopos da proteina HBHA com potencial de

ligacdo ao MHC-I.
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TABELA 8- SELECAO E PRIORIZAGCAO DE EPITOPOS DE MHC-I DA PROTEINA HBHA

Epitopo Toxicidade | Antigenicidade Imunogenicidade IFN-y Perfil final
(Vaxilen) (IEDB)
DASARAEGY | Nao téxico 1,2338 0,1772 Positivo Prioritario
YLEAATNRY | N&o téxico 0,4683 0,1713 Positivo Prioritario
YVDQAVELT | N&o téxico -0,0310 0,0456 Positivo Moderado
ATNRYNELV | N3o téxico 0,0217 0,1183 Negativo Baixa
prioridade

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos nas ferramentas bioinformaticas Immune
Epitope Database (IEDB), ToxinPred, Vaxilen v2.0 e IFNepitope.

Seguindo a mesma abordagem metodoldgica adotada para MHC-I, as andlises para

MHC-II da proteina HBHA foram realizadas. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos.

TABELA 9- SELECAO E PRIORIZAGAO DE EPITOPOS DE MHC-II DA PROTEINA HBHA

Epitopo Toxicidade | Antigenicidade | Imunogenicidade IFN-y Perfil final
(Vaxilen) (IEDB)
EGYVDQAVELTQEAL | Nao tdxico 0,1432 0,0593 Positivo Promissor
TKFQEDLPEQFIELR N3o téxico | 0,4593 -0,0110 Negativo | Moderado
LTKFQEDLPEQFIEL Ndo téxico | -0,1043 0,3209 Negativo | Moderado
RLTKFQEDLPEQFIE | N&o téxico | -0,1933 0,2982 Negativo | Baixa
prioridade
ARLTKFQEDLPEQFI Ndo toxico | -0,1222 0,1503 Negativo | Baixa
prioridade

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos nas ferramentas bioinformaticas Immune
Epitope Database (IEDB), ToxinPred, Vaxilen v2.0 e IFNepitope.

4.5 Selec¢ao Final e Caracterizagdo dos Epitopos Candidatos com Potencial Vacinal.

Apds as

analises

de filtragem baseadas

em

toxicidade,

antigenicidade,

imunogenicidade e capacidade de inducdo de IFN-y, os epitopos que apresentaram o conjunto

mais favoravel de caracteristicas imunoinformaticas, tanto para as proteinas MPB64 quanto

HBHA, e para as classes MHC-I e MHC-II, foram selecionados. Os resultados obtidos estao

apresentados na Tabela 8.

Para a proteina MPB64, destacaram-se epitopos de MHC-I com bom desempenho

global e indugao de IFN-y, além de epitopos de MHC-Il com elevada antigenicidade e forte

potencial de resposta imune T auxiliar, evidenciado pelos altos escores e positividade para
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IFN-y. Em relacdo a proteina HBHA, epitopos de MHC-I com perfil promissor para resposta

imune T citotdxica, bem como epitopos de MHC-Il com potencial de inducdo de resposta

imune do tipo Thl, mesmo apresentando variacdes nos demais parametros, foram

selecionados.

TABELA 10 - EPITOPOS PRIORITARIOS SELECIONADOS DAS PROTEINAS MPB64 E HBHA PARA
COMPOSICAO VACINAL MULTIEPITOPICA

Proteina

Classe

Epitopo

Toxicidade

Antigenicidade

Imunogenicidade

IFN-y

Justificativa
para sele¢ao

MPB64

MHC-I

QIQMSDPAY

N&o téxico

0,7914

0,3410

Positivo

Melhor
desempenho
global entre os
epitopos de
MHC-I

MPB64

MHC-I

MSDPAYNIN

N3o téxico

0,5297

0,1030

Positivo

Elevada
antigenicidade e
inducdo de IFN-
4

MPB64

MHC-II

DPAYNINISLP
SYYP

N3do tdxico

1,3183

0,5843

Positivo

Alta
antigenicidade e
forte potencial
imune T auxiliar

MPB64

MHC-II

MSDPAYNINI
SLPSY

N3o téxico

1,0193

0,4056

Positivo

Excelente perfil
imunoldgico
integrado

MPB64

MHC-II

QMSDPAYNI
NISLPS

N3o toxico

1,0013

0,2461

Positivo

Alta
conservagdao do
motivo
imunogénico

HBHA

MHC-I

DASARAEGY

N3o téxico

1,2338

0,1772

Positivo

Melhor epitopo
de HBHA para
resposta imune
T citotdxica

HBHA

MHC-I

YLEAATNRY

N&o téxico

0,4683

0,1713

Positivo

Perfil
equilibrado e
promissor

HBHA

MHC-II

EGYVDQAVE
LTQEAL

N3o téxico

0,1432

0,0593

Positivo

Potencial de
inducdo de
resposta imune
do tipo Thl

HBHA

MHC-II

TKFQEDLPEQ
FIELR

N&o téxico

0,4593

-0,0110

Negativ
o

Melhor
antigenicidade
entre os
epitopos de
MHC-II
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Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos nas ferramentas bioinformaticas Immune
Epitope Database (IEDB), ToxinPred, Vaxilen v2.0 e IFNepitope.

A selecdo final considerou a integracdo desses critérios, priorizando epitopos nao
téxicos, antigénicos, com potencial imunogénico e capacidade de inducdo de IFN-y, visando

sua aplicacdo na composicdo de uma vacina multiepitépica.

4.6- Desenho Estrutural da Vacina Multiepitopo

Apos a identificacdo dos epitopos selecionados das proteinas MPB64 e HBHA, foi
realizada a construcdo da vacina multiepitopo. A sequéncia vacinal foi composta por epitopos
de MHC-I e MHC-Il previamente selecionados nas etapas de predicao e filtragem
imunoinformatica. Foram incluidos quatro epitopos de MHC-I e cinco epitopos de MHC-II
derivados das proteinas MPB64 e HBHA. Os epitopos foram organizados em uma estrutura

modaular utilizando linkers especificos entre os diferentes blocos da construcao.

O linker AAY foi empregado entre os epitopos de MHC-I, enquanto o linker GPGPG foi
utilizado entre os epitopos de MHC-Il e entre os diferentes blocos funcionais da construcao.
Quando utilizado adjuvante molecular na extremidade N-terminal, foi inserido o linker EAAAK
para separacao estrutural entre o adjuvante e os epitopos. A sequéncia vacinal final foi

submetida a avaliacdo antigénica utilizando a plataforma Vaxilen.

4.6.1 Organizagao da construgao vacinal

Epitopos MHC-I

e Epitopo 1 (MPB64): QIQMSDPAY
e Epitopo 2 (MPB64): MSDPAYNIN
e Epitopo 3 (HBHA): DASARAEGY
e Epitopo 4 (HBHA): YLEAATNRY

Epitopos MHC-II

e Epitopo 1 (MPB64): DPAYNINISLPSYYP
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« Epitopo 2 (MPB64): MSDPAYNINISLPSY
« Epitopo 3 (MPB64): QMSDPAYNINISLPS
e Epitopo 4 (HBHA): EGYVDQAVELTQEAL
« Epitopo 5 (HBHA): TKFQEDLPEQFIELR

Linkers empregados

e AAY:entre epitopos de MHC-
e GPGPG: entre epitopos de MHC-Il e blocos funcionais

e EAAAK: entre o adjuvante molecular e o primeiro epitopo

Configuragbes propostas para a construcdo da vacina multiepitopo contendo epitopos
derivados das proteinas MPB64 e HBHA da BCG vaccine, apresentando as diferentes
estratégias de organizacdo da sequéncia vacinal, incluindo versdes sem adjuvante, com

linker estrutural e com incorporacao de B-defensina como adjuvante molecular.

TABELA 11 - CONFIGURACOES PROPOSTAS PARA A CONSTRUCAO DA VACINA
MULTIEPITOPO

CONSTRUCAO VACINAL SEQUENCIA
Sequéncia vacinal sem QIQMSDPAYAAYMSDPAYNINAAYDASARAEGYAAYYLEAATNR
adjuvante YGPGPGDPAYNINISLPSYYPGPGPGMSDPAYNINISLPSYGPGPG
QMSDPAYNINISLPSGPGPGEGYVDQAVELTQEALGPGPGTKFQE
DLPEQFIELR
Sequéncia vacinal com EAAAKQIQMSDPAYAAYMSDPAYNINAAYDASARAEGYAAYYLE
linker estrutural AATNRYGPGPGDPAYNINISLPSYYPGPGPGMSDPAYNINISLPSY

GPGPGQMSDPAYNINISLPSGPGPGEGYVDQAVELTQEALGPGP
GTKFQEDLPEQFIELR

Estrutura geral com [Adjuvante]-EAAAK-QIQMSDPAY-AAY-MSDPAYNIN-AAY-
adjuvante molecular DASARAEGY-AAY-YLEAATNRY-GPGPG-DPAYNINISLPSYYP-
GPGPG-MSDPAYNINISLPSY-GPGPG-QMSDPAYNINISLPS-
GPGPG-EGYVDQAVELTQEAL-GPGPG-TKFQEDLPEQFIELR
Construgao vacinal com - B-defensina-EAAAK-QIQMSDPAY-AAY-MSDPAYNIN-AAY-
defensina como adjuvante DASARAEGY-AAY-YLEAATNRY-GPGPG-DPAYNINISLPSYYP-
GPGPG-MSDPAYNINISLPSY-GPGPG-QMSDPAYNINISLPS-
GPGPG-EGYVDQAVELTQEAL-GPGPG-TKFQEDLPEQFIELR

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos por meio da ferramenta bioinformatica Vaxilen
v2.0.
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Essa construgdo representa um candidato vacinal racionalmente projetado, reunindo
epitopos derivados das proteinas MPB64 e HBHA em uma Unica sequéncia quimérica. Tal
abordagem possibilita a integracdo de diferentes determinantes antigénicos em uma mesma
formulacgdo, potencializando a indugdo de respostas imunes especificas e complementares.
Além disso, a construcdo obtida apresenta caracteristicas adequadas para as etapas
subsequentes de avaliacao in silico, incluindo andlises de antigenicidade, propriedades fisico-
quimicas, modelagem estrutural tridimensional, estudos de docking molecular e simulagdes
de dindmica molecular, etapas fundamentais para a caracterizacdo do potencial imunogénico

e da estabilidade estrutural do candidato vacinal.
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4.7 Dados in vitro
4.7.1 Analise do Crescimento da Cepa Vacinal BCG

Durante o crescimento da cepa Moreau RDJ nos meios de cultivo sélido 7H9
e liquido 7H10, os testes de viabilidade da vacina foram feitos. Esse crescimento se
torna necessario para obterinformacées do crescimento da vacina BCG na sua forma

vacinal, para avaliarmos os crecimentos apds a insser¢do do plasmideo.

4.7.2 Analise do Crescimento da Cepa Vacinal BCG em Meio de Cultura Middlebrook 7H10

FIGURA 21: A imagem apresenta oito placas de Petri inoculadas com diferentes concentragdes da cepa vacinal
BCG, mantidas em meio sélido Middlebrook 7H10. Apds 30 dias de incubagao, ndo foi observado crescimento
microbiano visivel em nenhuma das condi¢des avaliadas.

Fonte: Elaborado pela autora.

Regularmente, o crescimento de M. bovis BCG é feito em 30 dias (BENEVOLE-
DE-ANDRADE et al., 2005). Porém, inicialmente com este prazo ndo havia col6nia
formada. As placas retornaram para a estufa por mais 30 dias onde entdo obtivemos

um crescimento de col6nias para fazer a contagem de UFC e a vabilidade da vacina.
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FIGURA 22: Imagem representativa da cultura de Mycobacterium bovis BCG em meio sélido, evidenciando a
formacgdo de colonias apds 60 dias de incubagdo sob condi¢Ges experimentais controladas.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.7.3 Avaliagao do Crescimento Cepa Vacinal BCG em Meio Liquido Middlebrook 7H9

Paralelamente ao crescimento em meio sélido 7H10, o crescimento em meio
liquido 7H9 foi feito. Novamente, com 30 dias de cultivo, a BCG vacinal ndo obteve
crescimento, somente apds os 60 dias de cultivo. Desta maneira um crescimento da

BCG na sua forma vacinal requer mais tempo.
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FIGURA 23: A imagem apresenta trés tubos de ensaio contendo a cepa vacinal BCG cultivada em meio liquido
Middlebrook 7H9, avaliados ap6s 20, 30 e 60 dias de incubagdo. Observa-se a presenca de turbidez, indicativa
de crescimento microbiano, apenas no tubo correspondente ao periodo de 60 dias.

Fonte: Elaborado pela autora.

A Figura 23 (A e B) apresenta o crescimento da cepa vacinal BCG em meio
liquido Middlebrook 7H9 ao longo de 20, 30 e 60 dias de incubac¢do. Observa-se que,
nos tempos iniciais (20 e 30 dias), os meios de cultura permanecem limpidos, sem
evidéncia de turbidez, indicando auséncia de crescimento detectavel. Em contraste,
apos 60 dias de incubacdo (B), verifica-se a presenca de turbidez, caracteristica de

crescimento bacteriano e aumento da densidade celular no meio.
4.7.4 Determinagdo da Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

Com os resultados apresentados no crescimento em meio sdlido,
procedemos na UFC. Esse resultado serd utilizado para determinar a quantidade de
bacilos a ser empregada nos experimentos de imunizagao, bem como para estimar o
tempo necessario para a obteng¢dao dos microrganismos em quantidade adequada
para os ensaios. O calculo estatistico é analisado com a multiplicacdo da UFC
encontrada pelo inverso da diluicdo que foi realizada a cultura, e multiplicado pelo
fator de correcdao para que o resultado final seja em mL. Sendo assim o nimero

encontrado foi de 4,3 x 10* UFC/mL.
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4.7.5 Propagacao e Amplificagao de Construgcoes Plasmidiais em Escherichia coli

Atransformagao das células competentes de Escherichia coli DH10B por eletroporagdo
foi bem-sucedida, conforme evidenciado pelo crescimento de colbnias nas placas de agar LB
suplementadas com canamicina (Figura 24). As colbnias foram obtidas a partir da
incorporagao das construgdes plasmidiais pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-
HBHA, apresentando morfologia tipica de E. coli, com coloracdo esbranquicada e bordas
regulares, indicando viabilidade celular e expressdao do marcador de resisténcia ao antibidtico.
A auséncia de crescimento nas placas controle negativas confirmou a eficiéncia do antibidtico

e a auséncia de contaminacdes externas durante o processo de transformacao.

Apds a confirmagdo do crescimento, colbnias isoladas foram selecionadas para
preparo de indéculo e posterior extracdo de DNA plasmidial. As culturas apresentaram
crescimento homogéneo em meio LB sob agitacdo, atingindo densidade 6ptica (ODegoo) de

aproximadamente 0,6, valor ideal para a coleta e extracdo do material genético.
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FIGURA 24: A imagem apresenta quatro placas de Petri contendo colénias bacterianas de E. coli DH10B apds
transformagdo com os plasmideos pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-HBHA, cultivadas em meio LB
acrescido de canamicina. O crescimento observado indica a eficiéncia da transformag¢do e a manutenc¢do dos
plasmideos sob pressao seletiva do antibidtico.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.7.6 Extragao, Purificagao e Quantificacao de DNA Plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial a partir das culturas transformadas foi realizada
utilizando o kit Norgen Biotek Corp®, resultando em amostras com concentracdes entre 23,6
e 35,0 ng/uL. As razdes de pureza A260/A280 variaram entre 1,84 e 1,88, enquanto as razdes
A260/A230 oscilaram entre 1,57 e 1,90 (tabela 12). Esses valores indicam boa qualidade do

DNA extraido, com minima contaminacdo por proteinas ou residuos de solventes.

TABELA 12- EXTRAGAO DE DNA

Amostra | Concentracdo (ng/uL) | A260/A280 | A260/A230
1 34,4 1,88 1,82
2 28,3 1,85 1,64
3 23,6 1,84 1,57
4 35,0 1,88 1,90

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos na quantificagdo de DNA plasmidial utilizando o
equipamento Thermo Fisher Scientific (linha Thermo Scientific NanoDrop).

O espectro de absorbancia revelou um pico maximo em 260 nm, caracteristico de
acidos nucleicos, confirmando a presenga predominante de DNA de dupla fita (dsDNA). A
forma simétrica da curva e a auséncia de absorcao significativa na regido de 230 nm reforcam

a pureza do material genético obtido (Figura 25) .
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FIGURA 25: A imagem ilustra a interface do equipamento de espectrofotometria NanoDrop, da marca Thermo
Fisher Scientific, onde pode ser observada a absorbancia do DNA plasmidial analisado, utilizada para
determinagdo da concentracdo e avaliacdo da pureza da amostra por meio de leitura espectrofotométrica.

Fonte: Elaborado pela autora com base nos resultados obtidos por meio do equipamento NanoDrop (Thermo

Fisher Scientific).

4.7.7 Confirmacdo da presenca dos plasmideos em M. smegmatis mc?155

Apds a eletroporacgdo dos plasmideos pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-
HBHA em M. smegmatis mc?155, a presenca das construcdes recombinantes foi confirmada
por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O DNA plasmidial foi extraido das colonias
selecionadas em meio LB-agar suplementado com canamicina (25 pug/mL) e analisado quanto

ao perfil de migragao eletroforética (Figura 26).
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FIGURA 26- Imagem ilustrando o resultado de uma corrida em gel de agarose (0,8%), na qual pode ser observada
a presenca dos plasmideos pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-HBHA em Mycobacterium smegmatis
mc?155, evidenciada pelos perfis de bandas obtidos ap0s a eletroforese.

Na Figura 26, é possivel observar bandas correspondentes as amostras de DNA
plasmidial recuperadas das transformacdes com os vetores pMV261 e pMV361, tanto nas
versdes controle (2V e 3V), quanto nas contendo o inserto HBHA (2H e 3H). As amostras
apresentaram bandas nitidas e com mobilidade compativel com o tamanho esperado para os
respectivos plasmideos (~5,7 kb para pMV261 e ~6,8 kb para pMV361), indicando que a etapa
de transformacdo e propagacao em M. smegmatis foi bem-sucedida.

A presenca de bandas adicionais em algumas amostras pode ser atribuida a diferentes
conformag¢bes do DNA plasmidial (superenovelado, relaxado ou linearizado), fenémeno
comumente observado em andlises de plasmideos extraidos de micobactérias. Esses
resultados confirmam a manutengdo e a integridade das construgdes pMV261-HBHA e
pMV361-HBHA apds a transformacdo, assegurando a disponibilidade dos vetores

recombinantes para as etapas subsequentes de expressdo e caracterizacgao.
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4.7.8 Propaga¢ao M. smegmatis mc2155 recombinantes

A formacdo de colo6nias foi observada apds um periodo de incubacdo de até 4 dias a 37°C,
indicando o sucesso na transformacdo e a manutencao dos plasmideos de interesse. Na Figura
26, observa-se o crescimento de col6nias em todas as placas contendo os vetores controle
(pMV261 e pMV361) e os plasmideos recombinantes com o gene HBHA (pMV261-HBHA e
pMV361-HBHA). A densidade e o tamanho das colOnias variaram entre as construgdes, sendo
visivelmente menores nas amostras transformadas com os plasmideos contendo o inserto
HBHA.

Esses resultados confirmam que as células de M. smegmatis mc?155 foram
competentemente transformadas, mantendo os vetores pMV261 e pMV361, bem como suas
respectivas versdes recombinantes contendo o gene HBHA, o que permitiu a continuidade dos

experimentos de expressao e analise funcional.

FIGURA 27: Imagem de quatro placas de Petri (A—D) contendo crescimento de col6nias de Mycobacterium
smegmatis mc?155 transformadas com os plasmideos pMV261-HBHA (A), pMV261 (B), pMV361-HBHA (C) e
pMV361 (D), evidenciando a viabilidade celular e a eficiéncia do processo de transformacao bacteriana.
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4.7.9 Analise do perfil proteico de cepas recombinantes de M. smegmatis por SDS-PAGE 12%

A analise do perfil proteico das cepas de M. smegmatis mc*155 transformadas com os
plasmideos pMV261, pMV261-HBHA, pMV361 e pMV361-HBHA foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). As amostras correspondentes as frages soluveis
e insollveis foram obtidas apds lise celular por sonicagdao, conforme descrito nos Materiais e

Métodos.

Na Figura 28, observa-se o padrao de bandas proteicas referente as fragdes soluveis das
culturas recombinantes. As amostras apresentaram perfis similares, caracterizados pela
presenca de multiplas bandas correspondentes as proteinas endégenas de M. smegmatis
mc?155. Contudo, nas amostras referentes as cepas transformadas com os plasmideos
contendo o gene HBHA (pMV261-HBHA e pMV361-HBHA), é possivel notar o surgimento de
uma banda adicional com peso molecular aproximado de 22-24 kDa, compativel com o

tamanho esperado para a proteina HBHA recombinante.

1 kDa 2 kDa 3 kDa
~245 ~235 ~240
~180 :; ;8 ~165
~135 ~125
~93 ~93
~100 ~70 w— | ~72
~75 ~53 ~57 o
-63 ~42
~41
~48 ~31
~35 "% ~24
~25 ~22 ~18 b
~20 ~15
~18
~17
~14
~11 -9 ~8 —

FIGURA 28 - Imagem representando o perfil proteico obtido a partir de corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), evidenciando a fragdo solivel de Mycobacterium smegmatis mc?*155
transformada com diferentes construcdes plasmidiais. Observam-se cinco bandas (1 a 5), permitindo a
comparacdo do padrdo de expressdo proteica entre os diferentes clones recombinantes.
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De modo semelhante, a analise das fragdes insoltveis (Figura 29) evidenciou um padrdo
de bandas mais concentrado, sugerindo a presenca de proteinas agregadas e/ou parcialmente
insoltveis. A banda de aproximadamente 24 kDa também pdde ser observada nessas fracdes,
indicando que parte da proteina HBHA expressa pode estar associada a fracdo insoluvel,

possivelmente em forma de corpusculos de inclusdo ou agregados proteicos.

Esses resultados confirmam a expressdao da proteina HBHA em M. smegmatis mc?155 e
indicam que a estratégia de clonagem empregada nos vetores pMV261 e pMV361 foi eficiente
para promover a producdo da proteina recombinante, ainda que parte dela se apresente em

fracdo insolavel.
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FIGURA 29: Imagem representando o perfil proteico obtido a partir de corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), evidenciando a fra¢do insolivel de Mycobacterium smegmatis mc?155
transformada com diferentes construgées plasmidiais. Observam-se cinco bandas (6 a 10), permitindo a
comparagdo do padrao de expressdo proteica entre os diferentes clones recombinantes na fragao insoluvel.
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5- DISCUSSAO

Por mais de 100 anos, a vacina BCG continua sendo a Unica medida profilatica contra
a TB licenciada pela OMS, e mesmo sendo utilizada ha tanto tempo, pouco se sabe sobre seu
mecanismo de protecdo. Assim, o mecanismo de indu¢cdo de resposta imune contra a TB
proporcionada pela vacina BCG, ainda ndo é de amplo conhecimento. Alguns parametros, tais
como o nivel de morte celular em macréfagos infectados pelo M. bovis BCG e o perfil de
citocinas induzido pelas subcepas de BCG em linfécitos, podem ser bons marcadores
comparativos de resposta imunoldgica nas células provenientes da populacdo estudada (DA

SILVA et al., 2022).

Neste estudo, a escolha das proteinas MPB64 e HBHA fundamentam-se diretamente
nas diferencas evolutivas entre as subcepas da vacina BCG e no impacto dessas variacdes
sobre o repertdrio antigénico (KAUFMANN et al., 2022). Ao longo dos anos, apds o inicio da sua
produ¢do em massa, a vacina BCG passou a ser distribuida pelo mundo, e a falta de
padronizacdo na forma de transporte, armazenamento e cultivo, propiciou variabilidade
genética e bioquimica, seguido do surgimento de variadas subcepas da vacina BCG (RITZ et al.,
2008; DA COSTA et al., 2014). Como ja mencionado, uma outra RD-2 destaca-se por codificar
antigenos relevantes, como a proteina MPB64, cuja presenca é caracteristica de cepas
consideradas “antigas”, como a BCG Moreau, e ausente em cepas mais recentes, como a BCG

Pasteur (ANGELIDOU et al., 2020).

Nesse contexto, a manutencdo de regides como RD-2 e RD-14 na cepa BCG Moreau
confere um perfil antigénico mais completo e fidedigno a subcepa BCG Pasteur original,
permitindo a expressao de proteinas imunologicamente relevantes (ASADIAN et al., 2022). Por
outro lado, delecGes adicionais, como a RD-16, contribuem para diferencas no proteoma
dessas subcepas de BCG (ABDALLA et al., 2015). Essas variacdes gendmicas refletem
diretamente na diversidade da resposta imune induzida, uma vez que influenciam a presenca
ou auséncia de epitopos capazes de serem reconhecidos pelo sistema imune (KAUFMANN et
al., 2020). Estudos demonstram que proteinas associadas a essas regides, como a MPB64,
contém epitopos imunologicamente relevantes; porém, sujeitos a pressao seletiva, podendo
ser perdidos ao longo da evolucdo das cepas vacinais (LE HANG et al., 2021; ASADIAN et al.,
2022).
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A perda progressiva de antigenos imunologicamente relevantes ao longo da evolucdo
das subcepas de BCG levanta uma questao central para o desenvolvimento de vacinas de nova
geracado: até que ponto a reducao do repertdrio antigénico contribui para a variabilidade da
protecao observada mundialmente? Embora a eficacia da BCG seja multifatorial, a auséncia
de proteinas como MPB64 em determinadas subcepas pode limitar o reconhecimento de
epitopos especificos por populacdes geneticamente distintas. Nesse contexto, a reintrodugao
racional desses antigenos em plataformas vacinais modernas representa uma estratégia
potencial para ampliar a amplitude e a qualidade da resposta imune induzida (KAUFMANN et
al., 2020; ASADIAN et al., 2022). Dessa forma, a selecdo de antigenos conservados, como da
proteina MPB64, representa uma estratégia racional para o desenvolvimento de vacinas mais

abrangentes (KAUFMANN SHE et al., 2020).

Além disso, a HBHA destaca-se por apresentar elevado grau de conservagao entre
espécies do complexo MTB, diferentemente de antigenos suscetiveis a perdas durante a
evolucdo de determinadas subcepas vacinais, caracteristica que reforga seu potencial como
alvo imunoldgico e vacinal (BETTENCOURT et al., 2020; DEL NOGAL et al., 2022). A relevancia
da HBHA transcende sua conservacdo genética. Estudos demonstram que respostas robustas
contra essa proteina sdo frequentemente observadas em individuos com infec¢do latente,
mas ndo em pacientes com TB ativa (HOUGARDY et al., 2007; TEMMERMAN et al., 2004). Esse
padrao sugere que a HBHA pode estar associada a mecanismos imunoldégicos naturalmente
protetores, tornando sua inclusdo em formulac¢des vacinais particularmente interessante
(HOUGARDY et al., 2007). Assim, além de atuar como fonte de epitopos conservados, a HBHA
pode contribuir para reproduzir componentes da resposta imune observada em individuos
capazes de controlar a infeccdo de forma eficiente (BETTENCOURT et al., 2020; HOUGARDY et
al., 2007).

Estudos demonstram que essa proteina desempenha papel relevante na inducdo da
imunidade celular, sendo capaz de estimular respostas imunes mediadas por linfécitos T CD4*
e T CD8*, além de promover producao significativa de IFN-y, citocina essencial para a ativacao

de macrofagos e para o controle da infec¢ao micobacteriana (DHANDA et al., 2023).
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A partir dessa selecdo, a predicdo de epitopos com capacidade de ligacdo as moléculas
do MHC classes | e Il constitui etapa central no desenho de vacinas multiepitopo. As moléculas
de MHC desempenham papel essencial na imunidade adaptativa ao apresentar peptideos
antigénicos para linfocitos T, sendo o MHC classe | responsavel pela ativacdo de células T CD8*
citotdxicas, e o MHC classe Il pela ativacdo de células T CD4* auxiliares (WITT, 2023). A inducdo
simultanea dessas respostas imunes é considerada fundamental para o controle de infec¢des
intracelulares, como a TB, uma vez que envolve tanto a eliminacdo de células infectadas,
guanto a ativacdo de respostas inflamatérias mediadas por citocinas, especialmente IFN-y

(CHEN et al., 2018).

Os resultados obtidos na predicdo e filtragem dos epitopos derivados das proteinas
MPB64 e HBHA se apresentaram consistentes com a literatura, evidenciando que, embora a
triagem inicial identifigue um grande nimero de peptideos candidatos, apenas uma fracdo
apresenta caracteristicas adequadas para aplicacao vacinal. Esse processo de refinamento,
baseado em critérios como antigenicidade, imunogenicidade, auséncia de toxicidade e
potencial de inducdo de IFN-y, permite a sele¢ao de um conjunto reduzido e mais robusto de

epitopos (DHANDA et al., 2023).

A magnitude da reducdo observada durante o processo de filtragem evidencia a
robustez da estratégia empregada neste estudo. Embora a predicdo inicial tenha identificado
um numero expressivo de peptideos, especialmente para as moléculas de MHC-Il, com 11.853
candidatos derivados da proteina MPB64 e 5.161 derivados da HBHA, a aplicacdo sequencial
dos critérios de antigenicidade, imunogenicidade, ndo toxicidade e potencial de inducdo de
IFN-y reduziu substancialmente esse conjunto. Apds as etapas de filtragem, apenas 290
peptideos da MPB64 e 5 da HBHA permaneceram elegiveis, demonstrando que a maioria dos
peptideos inicialmente preditos ndo apresenta simultaneamente todas as caracteristicas
desejaveis para aplicacdo vacinal. A selecdo final resultou em um conjunto de nove epitopos,
sendo cinco derivados da MPB64 e quatro da HBHA. Esses resultados evidenciam o elevado
rigor da estratégia de triagem empregada e reforcam a necessidade de abordagens
multifatoriais na selecdo de candidatos vacinais. Além disso, a predominancia de epitopos
derivados da MPB64 sugere que essa proteina apresenta um repertério antigénico
particularmente promissor, enquanto a inclusdo dos epitopos da HBHA contribui para ampliar

a diversidade antigénica e potencialmente a cobertura imunolégica da formulacdo proposta.
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Dessa forma, os achados ndo apenas corroboram a literatura sobre a eficiéncia das
ferramentas de imunoinformatica na reducdao de grandes conjuntos de candidatos, mas
também demonstram a capacidade da abordagem utilizada em identificar um nimero restrito
de epitopos com elevado potencial para futuras etapas de validacdo experimental (DHANDA

etal., 2023).

Entretanto, embora as ferramentas de imunoinformatica apresentem elevada
capacidade preditiva, a afinidade tedrica de ligacdo ao MHC ndo garante, necessariamente, o
processamento antigénico, a apresentacao eficiente dos epitopos ou seu reconhecimento
imunolégico in vivo. Além disso, fatores como a estabilidade do complexo peptideo-MHC, o
repertério de receptores de células T e o contexto imunoldgico do hospedeiro podem
influenciar significativamente a resposta imune final. Dessa forma, os epitopos identificados
devem ser interpretados como candidatos promissores, cuja relevancia bioldgica depende de

validagdao experimental subsequente (DHANDA et al., 2023; MORTAZAVI et al., 2024).

O numero de epitopos selecionados neste estudo estd em consondncia com
estratégias adotadas em vacinas multiepitopo descritas na literatura, as quais geralmente
incorporam entre 10 e 30 epitopos de forma a equilibrar amplitude da resposta imune,
cobertura populacional e viabilidade estrutural da construcdo vacinal (MORTAZAVI et al.,
2024). Nesse contexto, diversos estudos tém demonstrado o potencial da imunoinformatica
na identificacdo racional de epitopos candidatos ao desenvolvimento de vacinas
multiepitopicas. Como exemplo, Campelo et al. (2025) desenvolveram uma vacina in silico
baseada na proteina de espicula do SARS-Cov-2=, selecionando epitopos com elevada
imunogenicidade, potencial de inducdo de IFN-y e ampla cobertura populacional. Esses
resultados reforcam a aplicabilidade das abordagens computacionais na selecdo inicial de
candidatos vacinais e corroboram a estratégia empregada no presente estudo. Embora
desenvolvido em um contexto viral distinto, esse trabalho ilustra como ferramentas de
imunoinformatica podem ser utilizadas para selecionar, de forma racional, epitopos com
elevado potencial imunogénico e ampla representatividade populacional. De maneira
semelhante, a estratégia adotada neste estudo permitiu identificar epitopos derivados de
MPB64 e HBHA com caracteristicas favordveis para compor futuras formulagdes vacinais

contra a tuberculose.
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Além disso, evidéncias experimentais indicam que as vias de apresentacdo antigénica
de MHC-I e MHC-II exibem conjuntos distintos, porém complementares, de peptideos
derivados de micobactérias (BETTENCOURT et al., 2020; WITT, 2023). Estudos demonstram
gue ha, frequentemente, maior diversidade de peptideos apresentados por moléculas de
MHC classe Il, refletindo sua capacidade de acomodar peptideos mais longos e
estruturalmente diversos. Essa caracteristica reforca o papel central da resposta imune
mediada por linfocitos T CD4* na imunidade contra MTB, sem excluir a contribuicao da
resposta citotoxica mediada por células T CD8*, que também participa do controle da infeccdo
por meio da producdo de citocinas e da eliminacdo de células infectadas (KAUFMANN, 2002;
SAKAI et al., 2014; MURPHY; WEAVER, 2022). Assim, a identificacdo de epitopos capazes de
ativar ambas as vias representam um elemento-chave para o desenvolvimento de vacinas

mais eficazes (BETTENCOURT et al., 2020; WITT, 2023).

A analise da cobertura populacional reforca a relevancia da abordagem adotada, ao
evidenciar diferencas significativas entre as proteinas avaliadas (ARRIETA-BOLANOS et al.,
2023). A proteina MPB64 apresentou a maior cobertura global, enquanto a HBHA demonstrou
melhor desempenho na populacdo brasileira, destacando a influéncia da diversidade genética
do sistema HLA sobre o potencial imunogénico dos epitopos selecionados. Esse achado pode
ser explicado pelo elevado polimorfismo das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), cuja variabilidade determina a capacidade de apresenta¢do de
diferentes epitopos aos linfécitos T e, consequentemente, influencia a magnitude e a
abrangéncia da resposta imune entre populacdes distintas (MORTAZAVI et al., 2024). Nesse
contexto, estudos recentes demonstram que a cobertura populacional de epitopos varia
substancialmente entre regides geograficas devido a distribuicdo heterogénea dos alelos HLA,
ressaltando a importancia da consideracdo dessas diferencas genéticas durante o

desenvolvimento de vacinas baseadas em epitopos (ARRIETA-BOLANOS et al., 2023).

O elevado polimorfismo do sistema HLA representa um dos principais desafios para o
desenvolvimento de vacinas com ampla aplicabilidade populacional (DHANDA et al., 2023). Os
resultados obtidos neste estudo ilustram claramente essa limitacdo, uma vez que as proteinas
MPB64 e HBHA apresentaram desempenhos distintos quando avaliadas em diferentes
populagdes. Um epitopo altamente imunogénico em determinado grupo populacional pode

apresentar reconhecimento reduzido em outras regides geograficas devido as diferencas na
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frequéncia e distribuicio dos alelos HLA (ARRIETA-BOLANOS et al., 2023; BLACKWELL et al.,
2009). Essa variabilidade genética influencia diretamente a apresenta¢do antigénica e a
magnitude da resposta imune, podendo contribuir, a0 menos em parte, para as diferengas
observadas na eficacia das vacinas contra a tuberculose entre populagdes distintas
(MANGTANI et al., 2014; TRUNZ et al., 2006). Nesse contexto, a incorporacdo de analises de
cobertura populacional nas etapas iniciais do desenvolvimento vacinal representa uma
estratégia promissora, pois permite considerar aspectosimunogenéticos ja na fase de selegao
dos candidatos vacinais, antes mesmo de sua validacdo experimental. Dessa forma, torna-se
possivel otimizar a escolha de antigenos com potencial de induzir respostas imunes mais

abrangentes e efetivas em diferentes cenarios populacionais.

Nesse cendrio, a combinacdo de antigenos com perfis imunoldgicos complementares,
como MPB64 e HBHA, configura uma estratégia promissora para ampliar a cobertura
populacional. A incorporacdo de multiplos epitopos provenientes de diferentes proteinas
permite contornar limitacGes associadas a variabilidade individual da resposta imune,
aumentando a proporg¢ao de individuos potencialmente responsivos (DHANDA et al., 2023).
Essa abordagem é corroborada por evidéncias recentes que demonstram que vacinas
multiepitopo, quando baseadas na selecdo criteriosa de epitopos, podem alcancar elevados

niveis de cobertura populacional (SALAHLOU et al., 2024).

Um aspecto relevante deste estudo reside na integracdo de abordagens e antigenos
que permanecem pouco explorados de forma integrada na literatura. Embora diversos
trabalhostenham investigado individualmente o potencial imunogénico das proteinas MPB64
e HBHA, bem como uso multiplos antigenos em estratégias vacinais contra a TB, estudos
associando especificamente essas duas proteinas em uma abordagem que integra
imunoinformatica, analise de cobertura populacional e validagdo experimental inicial ainda
sdo escassos (YAO et al., 2012; VERWAERDE et al., 2014; WANG et al., 2023). Nesse contexto,
o presente trabalho reine antigenos com caracteristicas biolégicas complementares: MPB64,
cuja presenca esta associada a subcepas de BCG que preservaram regidoes genémicas
importantes, como a BCG Moreau, enquanto a HBHA, uma proteina altamente conservada
relacionada a mecanismos imunoldgicos observados durante a infeccao latente. Além disso, a
avaliacdo da cobertura populacional com destaque para a populacdao brasileira amplia a

relevancia translacional dos resultados, uma vez que a distribuicdo dos alelos HLA influencia
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diretamente o reconhecimento dos epitopos vacinais. Dessa forma, este estudo contribui para
o desenvolvimento racional de vacinas multiepitopo ao integrar, em uma Unica estratégia

investigativa, aspectos antigénicos, imunogenéticos e experimentais.

As vacinas multiepitopo diferem das abordagens convencionais baseadas em
microrganismos inteiros ou proteinas completas por direcionarem a resposta imune a regides
antigénicas especificas, reduzindo a exposicdo a componentes potencialmente associados a
efeitos adversos (DHANDA et al., 2023; SALAHLOU et al., 2024). Nesse contexto, a combinacdo
de epitopos derivados das proteinas MPB64 e HBHA configura uma estratégia racional para
ampliar a cobertura populacional e a diversidade das respostas imunoldgicas induzidas, ao
integrar antigenos com propriedades imunoldgicas complementares (MORTAZAVI et al.,

2024).

Apesar dessas vantagens tedricas, persistem desafios criticos relacionados ao
processamento antigénico, a estabilidade estrutural, a eficiéncia de expressdo e a
imunogenicidade in vivo, que ainda limitam a plena traducdo dessas plataformas em
candidatos vacinais eficazes (NEZAMABADI et al., 2024; SALAHLOU et al., 2024).A analise da
frequéncia alélica dos principais alelos envolvidos na apresentacao dos epitopos preditos
reforca essa interpretacdo ao evidenciar uma distribuicio heterogénea em escala global.
Alelos como HLA-A01:01, HLA-A03:01 e HLA-A*11:01 apresentam padrdes distintos de
prevaléncia entre diferentes regides geograficas, refletindo processos evolutivos, migratérios
e demograficos que moldaram a diversidade genética humana (GONZALEZ-GALARZA et al.,
2020; BLACKWELL et al., 2009). Essa variabilidade, intrinseca ao sistema HLA — um dos loci
mais polimdrficos do genoma humano — resulta em diferengas substanciais na eficiéncia de
apresentacdo antigénica e, consequentemente, na magnitude e no repertdrio das respostas
imunes entre individuos e populacdes (ARRIETA-BOLANOS et al., 2023). O sistema HLA é
reconhecido como um dos mais polimdrficos do genoma humano, e essa diversidade
influencia diretamente a capacidade de reconhecimento antigénico (ARRIETA-BOLANOS et al.,
2023). Nesse cenario, limitacdes de cobertura populacional ndo constituem apenas uma
consequéncia técnica do desenho de epitopos, mas um reflexo direto da arquitetura
imunogenética humana. Assim, estratégias vacinais baseadas em epitopos devem
necessariamente incorporar andlises populacionais robustas, sob pena de apresentarem

eficacia desigual entre diferentes grupos étnico-geograficos (DHANDA et al., 2023).
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Embora as analises in silico tenham permitido identificar candidatos promissores, a
validacdo experimental permanece uma etapa indispensdvel no desenvolvimento vacinal,
uma vez que as predigdes computacionais ndao sdo suficientes para confirmar
imunogenicidade, processamento antigénico ou capacidade protetora in vivo (DHANDA et al.,
2023; MORTAZAVI et al., 2024). Nesse contexto, a expressdo heterdloga dos antigenos
selecionados constitui um passo fundamental para futuras avaliacdes imunolégicas e
funcionais. A utilizagdao de M. smegmatis como hospedeiro de expressdao apresenta vantagens
importantes para estudos envolvendo antigenos micobacterianos, uma vez que compartilha
caracteristicas estruturais e fisioldgicas com espécies do complexo MTB (SNAPPER et al., 1990;
SHILOH; CHAMPION, 2010). Essa proximidade biolégica favorece a producdo de proteinas em
um ambiente celular mais semelhante ao encontrado naturalmente, podendo contribuir para
a obtencao de produtos recombinantes com propriedades mais proximas das observadas em
micobactérias patogénicas, quando comparado a sistemas heterélogos convencionais, como

E. coli (SNAPPER et al., 1990; SHILOH; CHAMPION, 2010).

Neste estudo, os resultados obtidos in vitro demonstram a consisténcia e a eficiéncia
das etapas experimentais, desde a extracdo do DNA plasmidial, até a expressdo proteica em
M. smegmatis. A etapa inicial de extracdo plasmidial apresentou concentracdes entre 23,6 e
35,0 ng/uL, compativeis com prepara¢des de ‘miniprep’ e adequadas para aplicagdes
moleculares subsequentes. As razées de pureza A260/A280 (1,84-1,88) e A260/A230 (1,57-
1,90) indicam baixa contaminacdo por proteinas, compostos organicos e sais, estando dentro
dos parametros considerados ideais para DNA de alta qualidade (BOGOZALEC KOSIR et al.,
2023; GAND et al., 2023). Valores de A260/A280 proximos de 1,8 sdo classicamente utilizados
como indicativo de DNA purificado e apropriado para aplicagdes como clonagem e

transformacdo (LUTZ et al., 2023).

A confirmacdo da presenca dos plasmideos em M. smegmatis, por meio de
eletroforese em gel de agarose, revelou bandas compativeis com os pesos moleculares
esperados, além de variagdes no padrdao de migracdo entre vetores com e sem inserto,
refletindo o aumento do tamanho molecular apds a insercdo do gene HBHA (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001). A presenca de diferentes conformacdes plasmidiais estd de acordo com o
comportamento tipico de DNA plasmidial, reforcando a integridade das construcdes

(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Esses resultados indicam o sucesso da transformacdo e a estabilidade
78



dos vetores empregados. Nesse contexto, os plasmideos pMV261 e pMV361 sdo amplamente
descritos como sistemas eficientes para expressdo em micobactérias, permitindo manutencdo
episomal ou integracdo cromossdmica, respectivamente, o que contribui para sua robustez em

aplicacGes de expressao heterdloga (STOVER et al., 1991; CHAWLA; DAS GUPTA, 1999).

A propagac¢do das linhagens recombinantes evidenciou crescimento bacteriano
consistente, com formagdao de colénias em até quatro dias de incubagdo a 37°C. Esse
comportamento esta em concordancia com a literatura, que descreve M. smegmatis como
uma micobactéria de crescimento relativamente rapido e alta eficiéncia de transformacao,
caracteristicas que a tornam um modelo amplamente utilizado para estudos de expressao
génica (GORDHAN et al.,, 2006). A expressdo de proteinas recombinantes, especialmente
aquelas associadas a superficie ou relacionadas a viruléncia, pode influenciar negativamente
o crescimento celular, fendbmeno frequentemente observado em sistemas bacterianos
(NOENS et al., 2011). Esse efeito pode ser atribuido ao aumento da demanda energética
associada aos processos de transcricdo e tradugdao, bem como a possiveis perturbagdes na

homeostase celular (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Adicionalmente, a heterogeneidade no tamanho das col6nias entre as diferentes
construcdes pode refletir variagdes nos niveis de expressdo génica e na adaptacao fisioldgica
das células, comportamento ja descrito para populagdes de M. smegmatis sob condi¢des

experimentais semelhantes (BLOKPOEL et al., 2005; GHOS et al., 2010).

A analise do perfil proteico por SDS-PAGE revelou um padrdao complexo nas fragdes
soluvel e insoluvel, caracteristico de sistemas de expressao heteréloga em bactérias (SINGH
etal., 2015). Observou-se a presenca de multiplas bandas distribuidas ao longo de diferentes
faixas de peso molecular, refletindo a coexisténcia de proteinas enddgenas e recombinantes
(SLOUKA et al., 2019). Em particular, a detec¢do de bandas na faixa de aproximadamente 25—
30 kDa em ambas as fracOes é compativel com a massa molecular aparente da proteina HBHA
em SDS-PAGE (DELOGU et al., 2004; NOENS et al., 2011). Apesar de sua massa tedrica ser
inferior (~21 kDa), a migracdo an6mala dessa proteina é amplamente descrita e atribuida a
sua composicdo rica em lisina e as modificagGes pds-traducionais, como metilacdo (DELOGU
et al., 2004; NOENS et al., 2011). A presenca dessas bandas sugere que o sistema empregado
foi capaz de produzir a proteina recombinante em niveis detectaveis, corroborando a

adequacdo de M. smegmatis como hospedeiro para a expressao de proteinas micobacterianas
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(SHILOH; CHAMPION, 2010; NOENS et al., 2011). Esse resultado é particularmente relevante,
uma vez que a obtencdo experimental do antigeno constitui uma etapa fundamental para
futuras analises imunoldgicas e funcionais, permitindo avancar da predicdo computacional
para a validacdo bioldgica dos candidatos vacinais identificados por imunoinformatica

(DHANDA et al., 2023; MORTAZAVI et al., 2024).

Dessa forma, a expressdao bem-sucedida da HBHA representa um passo importante na
caracterizacdo experimental desse antigeno e amplia as perspectivas para estudos
subsequentes de imunogenicidade e potencial protetor. A comparagao entre as fracOes
evidenciou diferencas estruturais importantes. A fracdo sollUvel apresentou bandas mais
definidas, sugerindo a presenca de proteinas em estado dobrado ou parcialmente funcional
(SLOUKA et al., 2019). Em contraste, a fracdo insoluvel apresentou padrdo difuso e baixa
resolucdo, indicando agregac3o proteica (KOSZAGOVA; NAHALKA, 2020). Esse comportamento
é tipico da formacdo de corpos de inclusdo, estruturas compostas por proteinas mal dobradas
que se acumulam no citoplasma bacteriano durante a superexpressdo (SINGH et al., 2015;
KOSZAGOVA; NAHALKA, 2020). Entretanto, a distribuicdo observada entre as fraces soltvel
e insoluvel ndo deve ser interpretada de maneira separada. Estudos demonstram que
proteinas recombinantes podem apresentar diferentes estados estruturais, incluindo formas
corretamente dobradas, agregados sollveis e agregados insoltveis (SLOUKA et al., 2019). Esse
modelo explica a presenc¢a simultanea de sinais atribuiveis a HBHA em ambas as fragdes,
indicando que parte da proteina pode estar funcionalmente ativa, enquanto outra fracao se

encontra agregada (SINGH et al., 2015).

O sistema de expressio em M smegmatis apresenta limitacdes relacionadas ao
dobramento proteico. Embora seja mais adequado do que sistemas como Escherichia coli para
a expressdo de proteinas micobacterianas, a superexpressdo pode levar a saturacdao das
chaperonas celulares, favorecendo o acuimulo de proteinas mal dobradas (SINGH et al., 2015).
Além disso, chaperonas endégenas altamente abundantes, como GroEL1, podem interferir na
analise eletroforética ao co-migrar com proteinas recombinantes, dificultando a discriminacdo

precisa de bandas especificas (NOENS et al., 2011).

Outro fator relevante é a possivel degradacao proteolitica da HBHA, que pode resultar

na geragdo de fragmentos de menor peso molecular, contribuindo para padrdes difusos
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observados em SDS-PAGE (DELOGU et al., 2004). Esse conjunto de eventos — agregacao
proteica e protedlise parcial — limita a interpretacdo baseada exclusivamente em
eletroforese, reforcando a necessidade de abordagens complementares para confirmagao

estrutural e funcional da proteina recombinante (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Em conjunto, os resultados in silico obtidos neste estudo demonstram que a selegao
de antigenos conservados associada a identificacdo criteriosa de epitopos capazes de interagir
com multiplas moléculas de MHC constitui uma estratégia robusta para o desenvolvimento
de vacinas multiepitopo (SALAHLOU et al.,, 2024). A integracdo entre predicdo de epitopos,
andlise de cobertura populacional e avaliacdo da diversidade alélica fornece uma base sdlida
para a construcdo racional de candidatos vacinais com potencial de ampla eficacia, tanto em
nivel global quanto regional (DHANDA et al., 2023). Por sua vez, os resultados in vitro
corroboram o comportamento descrito na literatura para sistemas de expressdo heterdloga
em micobactérias e reforcam a relevancia de abordagens integradas para a caracterizacao
estrutural e funcional de proteinas candidatas a vacinas (NOENS et al,, 2011; DA COSTA et al.,

2014; DAO et al., 2025).

Assim, os resultados desse estudo fornecem evidéncias consistentes de que a
abordagem integrada adotada é eficaz para a identificacdo e validagcdo preliminar de
candidatos vacinais contra a TB. A combinacdo de dados in silico e in vitro fortalece as
evidéncias obtidas e contribui para o avanco do desenvolvimento de estratégias vacinais mais

eficazes e abrangentes.

Apesar dos resultados promissores obtidos neste estudo, algumas limitacdes devem
ser consideradas: (i) A valida¢do funcional dos epitopos preditos ndo foi realizada, de modo
gue a confirmacdo experimental daimunogenicidade e da capacidade de inducdo de resposta
imune especifica permanece necessaria; (ii) Da mesma forma, analises complementares para
confirmacdo da identidade e expressdo das proteinas recombinantes, como ensaios de
Western Blot, ndo puderam ser conduzidas devido as limitacdes relacionadas a disponibilidade
de reagentes e insumos laboratoriais; (iii) Além disso, a continuidade dos experimentos
envolvendo a proteina MPB64 foi restringida por limita¢es financeiras e logisticas, incluindo
os elevados custos associados a construcdo plasmidial e a necessidade de utilizacdo de

infraestrutura localizada em outro estado. Embora sistemas alternativos tenham sido
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considerados, a auséncia de recursos e infraestrutura adequada inviabilizou a execucdo dessas
etapas adicionais; (iv) Deve-se considerar ainda que parte do desenvolvimento experimental
foi impactada pelo periodo de paralisacdo das atividades laboratoriais decorrente da
pandemia de COVID-19, o que resultou em restricoes de acesso a infraestrutura e atraso na
continuidade das andlises; (v) Adicionalmente, as abordagens de imunoinformatica
empregadas, embora robustas e amplamente utilizadas na triagem inicial de candidatos
vacinais, apresentam limitagGes inerentes as predi¢des in silico, tornando indispensavel a
realizacdo de ensaios imunolégicos e estudos in vivo para valida¢do da eficdcia e seguranca

dos epitopos selecionados.

Mesmo diante dessas limitacdes, os achados obtidos neste estudo constituem uma base
relevante para o avang¢o no desenvolvimento de estratégias vacinais contra a TB.

82



6- CONCLUSAO

Osresultados obtidos neste trabalho demonstram que as abordagens in silico e in vitro
constituem uma estratégia robusta e complementar para o desenvolvimento racional de
candidatos vacinais baseados em proteinas micobacterianas. A selecao das proteinas MPB64
e HBHA mostrou-se fundamentada em aspectos evolutivos e imunolégicos relevantes,
considerando as diferencas gen6micas entre subcepas de BCG e seu impacto direto no
repertdrio antigénico. A preservacao de regides como a RD2 em cepas como a BCG Moreau
reforca a importancia da escolha de antigenos conservados e potencialmente imunogénicos,

capazes de ampliar a eficacia de estratégias vacinais.

As analises imunoinformaticas permitiram a identificacdo de epitopos com elevado
potencial de ligacdo as moléculas de MHC classes | e Il, ustentando a viabilidade da construcao
de uma vacina multiepitopo capaz de induzir respostas imunes celulares integradas. A
aplicacdo de critérios rigorosos de filtragem — incluindo antigenicidade, imunogenicidade,
auséncia de toxicidade e potencial de inducdo de IFN-y — resultou na selecdo de um conjunto
refinado de epitopos com perfil imunoldgico favordvel. Adicionalmente, a andlise de cobertura
populacional destacou a influéncia da diversidade do sistema HLA na resposta imune,
evidenciando diferencas entre distribuicdo global e regional. Nesse contexto, a combinacao
das proteinas MPB64 e HBHA mostrou-se estratégica para ampliar a cobertura populacional,
reforcando o potencial dessas estratégias vacinais em alcancar maior abrangéncia

imunoldgica.

No ambito experimental, os resultados in vitro confirmaram a eficiéncia do sistema de
expressdao baseado em M. smegmatis. A obtencdo de DNA plasmidial com alta pureza e
integridade, aliada a confirmacdo da presenca e estabilidade dos plasmideos recombinantes,
valida a estratégia de construcdo genética adotada. A capacidade de transformacdo e
propagacao dessa cepa, amplamente descrita na literatura, foi corroborada pelos resultados

observados, incluindo o crescimento consistente das linhagens recombinantes.

A analise do perfil proteico por SDS-PAGE sugeriu a expressao da proteina HBHA,
indicada pela presenca de sinais na faixa de peso molecular esperada (~25-30 kDa), embora

com resolucdo insuficiente para confirmacao definitiva. A distribuicdo da proteina entre
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fracbes soluvel e insolivel revelou um padrdo tipico de expressdo heterdloga, no qual
proteinas recombinantes coexistem em diferentes estados conformacionais. A fragao soluvel
indicou a presenca de formas potencialmente funcionais, enquanto a fracdo insoluvel sugeriu
agregacdo proteica, possivelmente associada a formacdo de corpos de inclusdo. Esses
resultados refletem limitagcdes comuns em sistemas bacterianos de expressao e sugerem que

a producdo da proteina ainda ndo se encontra plenamente otimizada.

Dessa forma, os dados obtidos indicam que, embora a expressdao da HBHA tenha sido
alcangada, a obtencdo da proteina em forma predominantemente soluvel e funcional requer
ajustes nas condicbes experimentais. Estratégias como modulagdo da expressdo génica,
otimizacdo das condicGes de cultivo e coexpressao de chaperonas devem ser consideradas em
estudos futuros. Adicionalmente, a confirmacao definitiva da identidade e funcionalidade da
proteina recombinante depende da aplicacdo de técnicas complementares, como Western
blot, purificacdo por afinidade e espectrometria de massas. Além disso, investigacdes futuras
envolvendo a proteina MPB64 serdo importantes para a validacdo experimental dos dados in
silico apresentados neste estudo, contribuindo para a ampliacdo da caracterizacao e do

potencial imunobiotecnoldgico dos antigenos selecionados.
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7- PERSPECTIVAS

Como perspectiva futura, os achados deste estudo abrem caminho para a construcao
e validacdo de candidatos vacinais multiepitopo derivados das proteinas MPB64 e HBHA.
Estudos subsequentes poderao incluir a avaliacdo da estabilidade estrutural das construgdes
vacinais, analises de interacdo com receptores do sistema imunoldgico e ensaios capazes de

confirmar a ativacdo de respostas imunes celulares e humorais especificas.

Além disso, estudos in vivo serdo fundamentais para investigar o potencial protetor
dessas construgbes frente a infecgdo por MTB, bem como sua possivel aplicagdo como
estratégia complementar ou de reforco a vacinacdo com BCG. Nesse contexto, a integracao
entre ferramentas computacionais, biologia molecular e imunologia experimental constitui

uma abordagem promissora para o desenvolvimento racional de novas vacinas contra a TB.
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9- ANEXO

Os resultados referentes a tentativa de propagacdo dos plasmideos em
Mycobacterium bovis BCG Moreau sdo apresentados em secao de anexo deste trabalho, em
razao de questdes relacionadas a conducao experimental e a autoria parcial das etapas
subsequentes. O experimento foi inicialmente iniciado pela autora desta dissertacdo, porém
sua continuidade e conclusdo foram realizadas por uma colaboradora do grupo de pesquisa.
Dessa forma, visando preservar os principios éticos e a adequada atribui¢ao das contribuicdes

experimentais, optou-se por apresentar tais dados em se¢do complementar.

Os resultados obtidos s3ao relevantes para a compreensao da viabilidade das
construcées plasmidiais no sistema micobacteriano, especialmente considerando as
particularidades de crescimento do BCG Moreau. As informacdes apresentadas no anexo
incluem as condi¢des experimentais utilizadas e a andlise do crescimento bacteriano ao longo

do periodo de incubacgao.

Propagacao dos plasmideos em BCG Moreau

N3o foi observado crescimento bacteriano em nenhum dos meios utilizados (sdlido e
liquido) ap6s o periodo inicial de incubagdo. Considerando o tempo de duplicagcdo mais lento
do M. bovis BCG Moreau em compara¢do com M. smegmatis mc?155, as culturas foram
mantidas emincubacao por até 60 dias adicionais, tanto nas placas de LB-agar suplementadas
com canamicina quanto nos meios liquidos correspondentes. Mesmo apds esse periodo
estendido, ndo houve formacdo de col6nias visiveis nem turvacdo no meio liquido, indicando

auséncia de crescimento sob as condicdes testadas.
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Figura 1: Cultivo de Mycobacterium bovis BCG Moreau apds tentativa de transformagdo plasmidial. A esquerda,
tubo contendo meio liquido LB suplementado com Tween 80 e canamicina, sem evidéncia de crescimento apds
o periodo de incubacdo. A direita, placas de LB-agar nas mesmas condigdes experimentais, nas quais também

ndo foi observada formagdo de coldnias apds 60 dias de incubagdo a 37 °C.
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