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RESUMO

Os membros do género Trichosporon sao leveduras do filo Basidiomycota sendo considerados
patdogenos oportunistas em pacientes imunocomprometidos. Trichosporon asahii ja apresenta
indicios de resisténcia a varios antifingicos e ¢ um dos principais causadores de infecgdes
invasivas em humanos. Apesar de sua importancia clinica, ainda ndo existem vacinas e
imunoterapias para prevenir a doenca nos principais grupos de risco. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo central identificar potenciais candidatos vacinais para direcionar a
produgdo de imunobioldgicos que possam conferir prote¢do a pacientes, através da tecnologia
de vacinologia reversa, na qual ndo ha necessidade de cultivar o microrganismo em laboratorio,
o que favorece a criagdo de uma vacina mais rapida. Para isso foram realizadas analises in silico
utilizando o proteoma predito de 7. asahii com 8.300 proteinas putativas, depositado no NCBI.
Por analises do proteoma nos programas CELLO v.2.5 e PSORT I, 268 proteinas comuns
foram preditas como extracelulares. A predigao de imunogenicidade das mesmas foi realizada
no programa VaxiJen v2.0, no qual foram obtidas 205 proteinas com potencial imunogénico
(score > 0.5). As proteinas selecionadas foram comparadas com o proteoma humano, através
do BLASTp-NCBI. Das 205 analisadas, foram selecionadas 137 que ndo tiveram similaridade
com proteinas humanas. Para identificar candidatos vacinais que poderiam induzir prote¢ao
cruzada, essas proteinas que ndo tiveram similaridade com proteinas humanas foram
comparadas com as proteinas dos géneros Cryptococcus spp. € Candida spp., através do
BLASTp-NCBI. Os resultados indicaram a presenga de 82 proteinas com similaridade com as
proteinas de Cryptococcus spp. € 11 com Candida spp. Ao se selecionar aquelas com
caracterizacdo funcional e com similaridade e cobertura entre sequéncias > 50%, foi
evidenciado que apenas 5 do género Cryptococcus spp. cumpriram os critérios de sele¢ao. As
44 proteinas restantes que ndo obtiveram similaridade com nenhum dos géneros fungicos
similares a Trichosporon spp. foram analisadas para identificar candidatos vacinais que
poderiam induzir uma prote¢do somente contra 7. asahii. O critério de sele¢do adotado foi
analisar apenas proteinas que possuiam caracterizagdo funcional por ontologia génica com
géneros de fungos que ja tiveram seus proteomas anotados, sendo que, das 44 proteinas, apenas
3 possuiam caracterizagdo funcional. A partir disso, as 8 proteinas selecionadas tiveram seus
epitopos mapeados através da ferramenta Tepitool para avaliar a capacidade de ligacdo ao MHC
IT em células T, sendo que todas as proteinas possuiam epitopos que se ligaram aos alelos HLA
do MHC II. Em seguida, todos os epitopos com ligagdo ao MHC II foram analisados no
programa VaxiJen 2.0, para avaliar sua capacidade imunoestimulante, com score > 0.5. Foram
encontrados o minimo de 20 epitopos imunoestimulatorios para prote¢do contra 7. asahii na
proteina Cutinase, ¢ o maximo de 43 na proteina Curculin domain protein (mannose-binding)
lectin, e para prote¢do cruzada, o minimo de 18 epitopos e um maximo de 54, nas proteinas
Major allergen Asp F2 e Glioxal oxidase precursor, respectivamente. Em seguida, foi realizada
modelagem molecular das 8 proteinas através do sofiware I-TASSER, para facilitar a
localizagdo dos epitopos imunogénicos, visualizados em 3D através do software VMD.
Finalmente, foi realizada a cobertura populacional mundial dos epitopos para avaliar as
diferentes especificidades de ligagao aos HLA e para selecionar aqueles epitopos com maior
cobertura na populagdo humana. Foram selecionados 71 epitopos imunogénicos externos para
protecao exclusiva para 7. asahii e 132, para protecao cruzada de 7. asahii e Cryptococcus spp.,
com uma taxa de cobertura mundial de 99.98%, indicando que alguns epitopos sdo 6timos
candidatos vacinais para a criagdo de uma vacina com protecao exclusiva contra 7. asahii e com
protecdo cruzada entre o género Cryptococcus spp. e T. asahii, respectivamente.

Palavras-chaves - Vacinologia reversa. Trichosporon asahii. Predi¢do de epitopos vacinais,
analises de candidatos vacinais in silico. Prevencao de infec¢des invasivas.



ABSTRACT

Members of the Trichosporon spp. genus are Basidioumycetous yeasts that have emerged as
opportunistic pathogens in immunocompromised patients. Trichosporon asahii already
displays evidence of resistance against various antifungal agents and is one of the main cause
of invasive infections. Despite its clinical importance, there are still no vaccines and
immunotherapies to prevent the disease in the main risk groups. Thus, the present study aimed
to identify potential vaccine candidates to direct immunobiologicals production that may confer
protection in these patients, by using reverse vaccination technology, in which there is no need
to cultivate the microorganism in the laboratory, favoring the creation of a vaccine faster. We
performed in silico analyzes using the predicted proteome of 7. asahii deposited in NCBI,
containing 8.300 putative proteins. The results indicate that 268 proteins were predicted as
extracellular by the CELLO v.2.5 and PSORT II programs. By proteome analyzes using the
CELLO v.2.5 and PSORT II programs, 268 common proteins were predicted as extracellular.
Immunogenicity prediction was performed in the Vaxijen v2.0 program, in which 205 proteins
with immunogenic potential (score > 0.5) were obtained. The selected proteins were compared
to the human proteome, through BLASTp-NCBI. Of the 205 proteins analyzed, 137 were
selected by the criterion of no similarity with human proteins. To identify candidates that could
induce cross-protection, these selected proteins were compared with proteins of the
Cryptococcus spp. and Candida spp. genera, by using BLASTp-NCBI. The results indicated
the presence of 82 proteins with similarity to the proteins of Cryptococcus spp. and 11 with
Candida spp. Then, we selected proteins that presented functional characterization and
similarity and coverage between sequences > 50%. It was evidenced that only 5 Cryptococcus
spp. proteins met the selection criteria. The remaining 4proteins that did not have any similarity
to Trichosporon spp. related genera were analyzed to identify vaccine candidates that could
induce protection only against 7. asahii. The selection criterion in this analysis was to select
only the proteins that had functional characterization by gene ontology with fungal genera that
already had their proteomes annotated, with 48 proteins analyzed, but only 3 with functional
characterization. Thus, the 8 selected proteins had their epitopes mapped through the Tepitool
software to assess the ability of MHC II binding in T cells, and we detected that all proteins had
epitopes that bound to the HLA alleles of MHC II. Next, all MHC II-binding epitopes were
analyzed in the VaxiJen 2.0 program to evaluate their immunostimulatory capacity, with cutoff
point > 0.5. We found a minimum of 20 immunostimulatory epitopes for protection against 7.
asahii in cutinase protein, and a maximum of 43 in the Curculin domain (mannose-binding)
lectin protein, and for cross-protection, a minimum of 18 epitopes and a maximum of 54, in the
Major allergen Asp F2 and Glioxal oxidase precursor proteins, respectively. Then, molecular
modeling of the 8 proteins through the I-TASSER software was performed to facilitate the
localization of the immunogenic epitopes, visualized in 3D through the VMD software. Finally,
the world population coverage of the epitopes was performed to evaluate the different HLA
binding specificities and to select those epitopes with greater coverage in the human population.
A total of 71 immunogenic epitopes were selected for exclusive protection for 7. asahii and
132 for cross protection of 7. asahii and Cryptococcus spp., with a global coverage rate of
99.98%, indicating that some epitopes are excellent vaccine candidates for the creation of a
vaccine with protection against 7. asahii and cross-protection between the genus Cryptococcus
spp. and T. asahii, respectively.

Key-words - Reverse vaccinology. Trichosporon asahii. Prediction of vaccine epitopes.
analyzes in silico. Prevention of invasive infections.
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1 INTRODUCAO

Os membros do género Trichosporon sao leveduras do filo Basidiomycota, que
encontram-se amplamente distribuidos na natureza e, em humanos, fazem parte da microbiota

do trato gastrointestinal e pele (COLOMBO et al., 2011; WALSH et al., 2004).

Nas ultimas décadas, o género vem emergindo como patdgeno oportunista, causando
infec¢des invasivas em pacientes imunocomprometidos, sendo que o tratamento antifingico de
amplo espectro e a quebra das barreiras anatomicas sao fatores que aumentam a colonizagdo da
mucosa e infec¢do invasiva subsequente, nas quais a taxa de mortalidade pode alcangar 80%.
Nesse tipo de infeccao, Trichosporon asahii € a principal espécie isolada (COLOMBO et al.,
2011; DI BONAVENTURA et al., 2006; RICHARDSON; LASSFLORL, 2008).

Dentre 11.240 isolados clinicos coletados ao longo de 10,5 anos, Trichosporon spp. foi
o terceiro agente ndo-Candida mais frequentemente isolado em amostras, representando 10,6%

dos isolados (Pfaller et al., 2009).

A maioria das infecgdes disseminadas causadas pelas espécies do género Trichosporon
spp. sdo relatadas em pacientes imunocomprometidos com neutropenia grave, geralmente com
doenca hematoldgica maligna, representando cerca de 10% de todos os casos confirmados de
micoses disseminadas, nos quais a infeccdo progride rapidamente, podendo ocorrer faléncia
multipla de 6rgaos, como pulmdes, rins e baco, com lesdes cutaneas sendo os sinais de infec¢ao

disseminada (KONTOYIANNIS et al., 2004; ROJAS; MAGDALENA, 2004).

Trichosporon asahii vem exibindo sensibilidade diferencial aos antiftingicos, sendo
reportadas elevadas concentragdes inibitorias minimas para fluconazol e anfotericina B. Dentre
os tratamentos disponiveis para infec¢des invasivas, voriconazol ¢ o farmaco de escolha.
Contudo, isto torna o custo do tratamento muito elevado e muitas vezes, o paciente permanece
recebendo firmacos menos eficientes contra Trichosporon spp. ITURRIETA-GONZALEZ et
al., 2014).

Como alternativa na prevenc¢ao de infecgdes invasivas causadas por fungos emergentes,
¢ possivel propor a utilizagdo de vacinas desenvolvidas através da tecnologia de vacinologia
reversa. Para tal, sdo realizados estudos in silico, geralmente de proteinas que estejam presentes
na superficie celular, ja que estas estao envolvidas com varios tipos de interagcdes com o meio,

como por exemplo: célula-célula e/ou célula-hospedeiro. Estas proteinas podem possuir
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epitopos que poderdo ativar a resposta imune do hospedeiro (RAHMAN ANSARI;
RAGHAVA, 2010).

Com o objetivo de realizar a predicdo de potenciais candidatos vacinais para
Trichosporon asahii, este trabalho utilizou a tecnologia de vacinologia reversa a qual utiliza a
gendmica e protedmica in silico para identificacdo de potenciais candidatos vacinais que
possam ser utilizados no desenvolvimento de alternativas aplicadas na prevencao das

tricosporonoses invasivas (FLOWER et al., 2010).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura deste estudo estd fundamentada em varias generalidades do
género Trichosporon spp., como: tipos de infecgdes, fatores associados a viruléncia,
sensibilidade aos antifungicos e terapéutica, imunidade contra fungos, utilizacao de vacinas na

prevencao de infecgdes fungicas e vacinologia reversa contra fungos como prevengao.

2.1. GENERALIDADES DE TRICHOSPORON SPP.

Trichosporon spp. podem ser isolados de diversos ambientes naturais, tanto em areas de
temperaturas tropicais, como também, em areas temperadas, sendo encontrados em solo,
madeira em decomposi¢ao, rios, mares, lagos, aves € mamiferos. Em humanos, fazem parte da
microbiota do trato gastrointestinal e oral, podendo transitoriamente colonizar o trato
respiratorio e a pele (CAFARCHIA et al., 2008; MARINE et al., 2015; SILVA-BEDOYA et
al., 2014; WHITMAN et al., 2014).

Os fungos pertencentes ao género Trichosporon sdo considerados pleomorficos pela
capacidade de formar blastoconidios, micélios e artroconidios, que sdo resultado da
desarticulacdo das hifas que sdo formas que causam infecgdes invasivas, quando isso ocorre,
essas estruturas se disseminam pelo ambiente, podendo causar infecgdes (CHAGAS-NETO et

al., 2008; COLOMBO et al., 2011).

Os microrganismos do género Trichosporon crescem em agar Sabouraud, na
temperatura entre 30 e 35 °C, no qual formam coldnias que variam do branco ao bege, estas
possuem superficies de aspectos cerebriformes e radiais. Os membros deste género ndo sdo
capazes de fermentar carboidratos, mas conseguem degradar uréia (CHAGAS-NETO et al.,
2008; DE HOOGS et al., 2000).

Apos recente classificacao taxondmica, o género esta composto por 12 espécies, sendo
9 consideradas patogénicas. Dentre as infec¢des, 7. asahii ¢ considerada a espécie mais
virulenta por ser a principal responsavel por causar tricosporonoses invasivas em individuos
imunocomprometidos causando alta mortalidade (BONAVENTURA et al., 2006; LIU et al.,
2015).

Chagas-Neto e colaboradores (2009) avaliaram 22 casos de fungemia por espécies de

Trichosporon spp., dos quais 44% ocorreram em pacientes pediatricos que apresentaram taxa
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de mortalidade de 30%. Os isolados foram identificados como 7. asahii (15), T. asteroides (5),
T. coremiiforme (1) e T. dermatis (1) (CHAGAS-NETO et al., 2009).

Ja Ruan e colaboradores (2009) também realizaram estudo retrospectivo com 43 casos
de tricosporonose, sendo as espécies isoladas, de sangue, urina, ferida cirurgica e escarro e
foram identificadas como: 7. asahii em 32 casos, T. dermatis em 5, T. montevideense em 2 €

T. asteroides, T. cutaneum, T. faecale e T. ovoides em um cada (RUAN et al., 2009).

2.2 INFECCOES CAUSADAS PELO GENERO TRICHOSPORON SPP.

As infecgdes por esse género podem apresentam varias manifestacdes clinicas, desde
acometimento cutaneo superficial até quadros sépticos graves em pacientes
imunocomprometidos. Desde o primeiro caso de infec¢do disseminada em paciente com
leucemia no ano de 1970, varios casos sao relatados anualmente (AGIRBASLI et al., 2008;

CHAGAS-NETO; CHAVES; COLOMBO, 2008; FAGUNDES-JUNIOR et al., 2008).

Trichosporon spp. eram mais conhecidos como agentes de infec¢des superficiais em
unhas (onicomicoses), pélos e cabelos (Piedra Branca), que ¢ caracterizada pela presenga de
nddulos irregulares nos fios do cabelo afetado, sendo uma doenga que afeta principalmente
criancas ¢ mulheres adultas de areas de climas tropicais e temperados (GROL; WALSH, 2001;
SUGITA et al., 1995).

Um outro tipo de manifestacao clinica causada por 7. asahii esta ligada ao acometimento
do sistema respiratério por uma grande sensibilizagdo do sistema imunoldgico, sendo esta
infeccdo sazonal e relatada principalmente no verao do Japao, cujo clima ¢ quente e imido no
oeste e sul do pais, favorecendo o desenvolvimento e disseminagdo do fungo no ambiente

(ANDO et al., 1995; SUGITA et al., 2004).

O primeiro contato com os antigenos de Trichosporon spp. com o sistema respiratorio
estimula uma resposta imune do tipo celular (células T) e humoral (formagdo de
imunocomplexos), com predominancia de elevados titulos de imunoglobulinas IgA e IgG. Estes
anticorpos podem favorecer o desenvolvimento de uma hipersensibilidade do tipo III ou IV,
causando diretamente uma pneumonia mediada por hipersensibilidade. Este processo inicia-se
com a inalacdo dos artroconideos do fungo pelo hospedeiro, e as exposi¢des recorrentes ao

fungo, mantém o mecanismo de defesa do hospedeiro sempre ativado, o que colabora para o
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desenvolvimento da hipersensibilidade que atua de forma deletéria no tecido pulmonar (ANDO

et al., 1995; COLOMBO et al., 2011; SUGITA et al., 2004).

Nas ultimas décadas, diversos fatores que podem desfavorecer o sistema imunolédgico
dos pacientes acometidos, como o aumento de doengas degenerativas, transplantes de 6rgaos,
uso de imunossupressores, quimioterapia, € uso indiscriminado de antibidticos favorece a
relacdo entre o género Trichosporon vem e a sua classificagdo como patdogeno oportunista
emergente, 7. asahii ¢ conhecido comoo principal causador de infec¢des invasivas nesses
pacientes imunocomprometidos (ARNALDO et al., 2003; GROL; WALSH, 2001; TUON et
al., 2007; WALSH et al., 2004).

Dentre as infecgdes causadas pelo género Trichosporon, a invasiva que € causada
principalmente por 7. asahii ¢ a mais grave e foi relatada como a segunda infecc¢do fingica mais
comum nos seres humanos, sendo que 7. asahii é o segundo agente ndo Candida spp., presente

neste tipo de infeccao (KREMERY et al., 1999; WALSH et al., 2004).

As tricosporonoses assemelham-se as candidiases tanto no aspecto histopatologico que
incluem: maculas, papulas, pustulas, noédulos e celulite, que podem estar localizados nos
membros ou em toda a superficie do corpo, quanto nas manifestagdes clinico-sintomatologicas,
como: endoftalmite, endocardite, abscessos cerebrais, meningite, artrite, esofagite,
linfadenopatia, abscessos, infecgcdes hepaticas, esplénicas e uterinas (CAWLEY et al., 2000;

JIAN et al., 2008).

2.3 FATORES ASSOCIADOS A VIRULENCIA

Os fungos possuem varios fatores de viruléncia que permitem a penetragdo € o
estabelecimento destes no organismo do hospedeiro, como: transigao morfoldgica, aderéncia
em superficies por meio de adesinas, componentes da parede celular, produgdo e secrecao de

enzimas liticas e formacao de biofilmes (COLOMBO et al., 2011).

Para Trichosporon spp. sdo observados alguns destes fatores de viruléncia. De acordo
com um estudo realizado por Fonseca e colaboradores (2009), 7. asahii produz
glicoronoxilomana (GXM), um polissacarideo que ¢ expresso na parede celular do fungo, que
possui semelhanga antigénica e bioquimica com a GXM produzida para formar cépsulas de

Cryptococcus neoformans. Neste estudo foram analisados os aspectos estruturais e funcionais
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da GXM produzida por 7. asahii comparando-a com as propriedades da GXM de C.
neoformans. Os autores incorporaram GXM de 7. asahii em mutantes acapsulares de C.
neoformans, fazendo com que estes se tornassem mais resistentes a fagocitose por macrofagos
murinos, o que evidencia que a GXM da parede celular de 7. asahii age de forma semelhante a

GXM da capsula de C. neoformans (FONSECA et al., 2009).

A producao de enzimas liticas como proteinases, fosfolipases, lipases, hemolisinas e
DNAses, atuam permitindo aos fungos retirada de varios componentes nutricionais do
ambiente, além de clivar proteinas e destruirem as membranas da parede celular dos
hospedeiros humanos, contribuindo para a patogenicidade de Trichosporon spp.. No trabalho
de Sun e colaboradores (2012), foi verificado que 23 isolados de 7. asahii nao produziam
proteinases e lipases mas eram capazes de secretar hemolisinas. Este achado ¢ importante, pois
mostra que Trichosporon spp., enquanto género emergente, possui mecanismos de
patogenicidade adaptados ao hospedeiro humano (BENTUBO; GOMPERTZ, 2014;
COLOMBO et al., 2011; GHANNOUM, 2000; SUN et al., 2012).

A formacao de biofilmes fungicos em cateteres venosos chama a aten¢do, pois estes
contribuem para o estabelecimento de infec¢des invasivas, promovendo o escape do sistema
imunologico, pois impede a fagocitose, conferindo maior resisténcia aos antifungicos utilizados

(COLOMBO et al., 2011).

Segundo estudo realizado por Iturrieta-Gonzalez e seus colaboradores (2014), com 54
isolados clinicos pertencentes ao género Trichosporon, foi observada alta producao de
biofilmes por diferentes espécies, com quantificacdes semelhantes ou superiores aquelas do
género Candida spp.. Além disso, foi relatado que Trichosporon spp. produziram biofilmes
mais robustos do que outros basidiomicetos, como Rhodotorula spp. € Cryptococcus spp. Foi
verificado ainda que esses biofilmes possuiam CIMs dos farmacos testados at¢ 1000 vezes
maiores do que as células nas formas planctonicas (ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014;
MARTINEZ; CASADEVALL, 2007; MELO et al., 2011; NUNES et al., 2013).

2.4 SENSIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS E TERAPEUTICA

Os medicamentos disponiveis para o controle e eliminacao de leveduras tanto nas
infeccdes superficiais, como nas infec¢des invasivas, sao limitados, pois existem poucas classes

terapéuticas disponiveis, sendo representadas por: polienos (anfotericina B), azolicos
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(fluconazol, itaconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol e ravuconazol) e

equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulanfungina) (FERA et al., 2009).

O prognostico das infecgdes fungicas causadas pelas espécies de Trichosporon spp. €
péssimo, visto que mais de trés quartos dos pacientes acometidos morrem. Sendo que os
isolados de T. asahii muitas vezes sdo resistentes in vitro a anfotericina B, sendo o tratamento

com antifungicos azois e triazois indicado (BAYRAMOGLU et al., 2008).

Dentre estas classes, os azolicos sdo aqueles que apresentam melhor atividade e menor
toxicidade, contra infec¢des causadas por Trichosporon spp. no qual, o mecanismo de agdo € a
inibicao da biossintese do ergosterol, componente indispensavel na formagao e manutencao da
permeabilidade da membrana plasmatica. Esses medicamentos ligam-se as enzimas do
citrocromo P450 dos fungos, inibindo a desmetilacdo do lanosterol, molécula precursora do

ergosterol (FOSTER et al., 2017; HAZIROLAN et al., 2013; SIM et al., 2016).

Visto isso, os farmacos da classe dos azoélicos estdo sendo muito utilizados para estudo
de avaliagdo antifungica contra Trichosporon spp. in vitro. Em estudo realizado por Rodriguez-
Tudela e colaboradores (2005), no qual foi avaliada a sensibilidade in vitro de 49 isolados de
Trichosporon spp., foi visto que a maior parte dos isolados como os de 7. asahii, T. faecale ¢
T. coremiiforme apresentaram resisténcia a anfotericina B. Os agentes azolicos foram eficientes
contra a maioria das cepas, apresentando menores concentracdo inibitéria minima (CIMs),
sendo que deste grupo, o composto mais ativo foi voriconazol (RODRIGUEZ-TUDELA et al.,
2005).

Um outro estudo que também avaliou a sensibilidade de 7. asahii aos anifingicos, foi
realizado por Iturrieta-Gonzalez e colaboradores (2014), no qual verificou-se que os isolados
de T. asahii exibiram CIMs mais elevadas para fluconazol, itaconazol e anfotericina B, do que
os isolados ndo-T. asahii. E ainda, menores CIMs foram observadas para o voriconazol, sendo
esteo farmaco proposto como o de escolha para tratar infec¢des causadas por Trichosporon spp.

(ITURRIETA-GONZALEZ et al., 2014).

Na clinica, também ¢ observada baixa resposta de tratamentos com anfotericina e
melhores desfechos clinicos com uso de fluconazol. Hoy e colaboradores (1986) observaram
que somente 26% dos 19 pacientes neutropénicos com tricosporonoses invasivas tratados com

anfotericina B sobreviveram (HOY et al., 1986).
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Da mesma forma, Girmenia e colaboradores (2005) relataram que dos 55 pacientes
portadores de doencas hematologicas com tricosporonoses que foram tratados com
Anfotericina B, apenas 24% tiveram recuparacao clinica (GIRMENIA et al., 2005). Quando
fluconazol foi utilizado no tratamento de 16 pacientes com tricosporonose invasiva, foi

observada uma taxa de mortalidade de 42% (RUAN; CHIEN; HSUEH, 2009).

Ja Suzuki e colaboradores (2010) observaram que a sobrevida dos pacientes com
doencas hematoldgicas malignas que desenvolveram tricosporonemia, quando tratados com

fluconazol, foi maior do que aqueles tratados com outros farmacos (SUZUKI et al., 2010).

As terap€uticas utilizadas podem ser eficazes quando a infec¢do ¢ detectada na fase
inicial, sendo assim o diagnostico precoce ¢ um fator de grande importancia para o sucesso na
cura de pacientes com tricosporonose. Mas infelizmente, as dificuldades na identificagao desses
microrganismos fazem com que os tratamentos sejam tardios, sendo que muitas vezes o

diagnostico € realizado pos-morte (MORETTI-BRANCHINI et al., 2001).

2.5 IMUNIDADE CONTRA FUNGOS

Pouco se sabe sobre a imunidade inata e adquida contra 7richospron spp. Devido a
escassez de conhecimento da resposta imune para este patogeno, serd abordado neste topico a
resposta imune contra fungos, principalmente os mecanismos que foram descritos para fungos
que compartilham dos nichos de infec¢do com Trichosporon spp.

A resposta imune inata ¢ a primeira linha de defesa contra microrganismos causadores
de infecg¢des. Os receptores de reconhecimento padrao (PRRs) estdo presentes nas células que
fazem parte da resposta imune inata, as quais por meio dos PRRs realizam o reconhecimento
dos padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPs). A sinalizacdo de um dos PRRs

ativa respostas celulares e mecanismos de morte, auxiliando também a resposta adaptativa

(WUTHRICH et al., 2012).

O inicio de uma resposta imunoldgica, ocorre a partir do reconhecimento de partes do
patogeno pelos PRRs do hospedeiro, que irdo conduzir os mecanismos de protecdo para a
defesa. Existem varias familias de PRRs que sdo classificadas com base na sua filogenia,
estrutura e fungdo. Os receptores do tipo foll (TLRs) e os receptores de lectina tipo C (CLRs)
sdo as familias mais importantes que estao envolvidas na imunidade contra fungos. As respostas

celulares que dependem de TLRs que promovem a imunidade antifungica incluem a produgao
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de interferons do tipo I (IFNs) (e citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-12 (GLOCKER et al.,
2009; BOURGEOIS et al., 2011; RAMIREZ-ORTIZ et al., 2008).

A Dectina 1 ¢ a uma CLR antifungica que reconhece os -glucanos expostos (Brown e
Gordon 2001) nas paredes de fungos patogénicos, tais como C. albicans, A. fumigatus €
Pneumocystis carinii (Drummond e Brown 2011). Esta sinalizacdo leva a fagocitose, produgao
de citocinas, explosdo respiratoria e ativagao de inflamassomas (DRUMMOND et al., 2011;

HARDISON; BROWN, 2012).

O reconhecimento inato e as fungdes da dectina 1 tém consequéncias funcionais
significativas para a imunidade antifingica in vivo. Camundongos com deficiéncia neste
receptor apresentam maior mortalidade quando foram infectados com C. albicans e A.
fumigatus Os membros da familia dectina 2 tém um dominio de reconhecimento de
carboidratos, que demonstraram se ligar a uma série de espécies de fungos incluindo C.
albicans, P. brasiliensis, A. fumigatus ¢ Malassezia (TAYLOR et al., 2007, WERNER et al.,
2009; KERSCHER et al., 2013; ISHIKAWA et al., 2013).

A grande predominancia de fungos no ambiente resulta em exposi¢ao humana continua.
Estima-se que ocorre a inalagdo de centenas de esporos de Aspergillus fumigatus por dia. Além
disso, os seres humanos também possuem coloniza¢des de fungos comensais, em suas
microbiotas como por exemplo, Candida albicans e Trichosporon spp.. Por esta razao, o
sistema imune inato ¢ equipado para reconhecer as particulas de fungos e manter
relacionamentos de carater benéfico, mas também podem destruir os fungos oportunistas que
se tornam patogénicos, devido ao estado dos hospedeiros, quando ocorre exposi¢do aos mesmos

(RIVERA et al., 2011; ILIEV et al ., 2012; CHO; MATSUKURA; SUGITA, 2015).

As células predominantes na defesa imune inata contra fungos sdo: neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas (DCs) e células naturais killer (NK). Os neutréfilos sdo células
polimorfonucleares granulociticas fagociticas. O mecanismo cladssico utilizado pelos
neutréfilos ¢ a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que matam organismos
fagocitados quando os granulos se fundem com o fagossoma. Os mecanismos nao-oxidativos
incluem a libera¢do de enzimas de degradacdo especificas de neutrofilos, elastase e catepsina
G, que demonstraram ser ndo efetivas na imunidade contra A. fumigatus (Tkalcevic et al .,
2000). Outros métodos utilizados incluem a formag¢do de armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs), que sdo redes constituidas por DNA, histonas e proteinas antimicrobianas

(BYRD et al., 2013).
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Porém os neutrdfilos podem desempenhar papéis prejudiciais durante a infec¢do por
fungos. No trabalho de Mednick e seus colaboradores, foi demonstrado que os animais com um
baixo numero de neutrofilos sobreviveram mais tempo e tiveram menores infecgdes pulmonares
por C. neoformans. Entretanto, em seres humanos, sabe-se que os neutréfilos sdo extremamente
importantes para a defesa do mesmo. Estudos evidenciam que a redugdo no nimero de
neutrofilos circulantes ¢ um fator de alto risco para o desenvolvimento de uma candidiase

invasiva, por exemplo (MEDNICK et al., 2003; BYRD et al., 2013).

Os monocitos sdo células do sangue que se diferenciam em macréfagos nos tecidos.
Uma vez nos tecidos, os macrofagos sdo ativados pelas citocinas pro-inflamatorias,
particularmente o interferon gama (IFN-y). Esta citocina induz a diferenciacdo do macréfago
no classico fenotipo ativado (M1), enquanto as citocinas anti-inflamatoérias como o fator de
transformagdo do crescimento beta (TGF-f) direcionam os macrofagos para o fenotipo

alternativo (M2) (MOSSER, EDWARDS, 2008).

Tanto o fenotipo M1 ou M2 possuem efeito importante na imunidade antifungica. No
estudo de criptococose pulmonar experimental (causada por C. neoformans), a susceptibilidade
estd associada a fenotipos M2, sendo que as cepas protetoras de vacina induzem células M1 que
se correlacionaram com as taxas de sobrevivéncia aumentadas para desafios letais subsequentes
(Hardison et al ., 2012). Também foi descrito que os macrofagos sao capazes de realizar
alternancia entre os fenotipos M1 / M2, o que foi importante na prote¢do contra infecgao

Paracoccidioides brasiliensis (FERIOTTI et al., 2013).

As DCs sao importantes na geragao de imunidade adaptativa através de apresentacao de
antigenos. Estudos mostraram que o uso de leveduras ndo patogénicas e complexos que visam
os receptores antifingicos inatos expressos por DCs podem induzir imunidade antifiingica
efetiva. No entanto, € necessario entender quais subtipos de DCs sdo necessarios para a protecao
antifiingica e os mecanismos envolvidos. Foi sugerido que as células dendriticas plasmocitoides
(pDCs), consideradas inicialmente como células antivirais, podem ter um papel protetor diante
dos fungos pulmonares. J4 em um estudo in vitro que correlacionou a toxicidade e as respostas
protetoras de citocinas contra fungos por pDCs foi visto que os animais com deficiéncia de
pDCs foram sensiveis a aspergilose invasiva (KIFLMARIAM et al., 2013; RAMIREZ-ORTIZ
etal., 2011; CARTER et al., 2006; LIPINSKI et al ., 2013).

As células NK sao conhecidas por suas propriedades antivirais e tumorais, para as quais

foram identificadas pela primeira vez. Tanto em modelo animal quanto nos seres humanos ja



24

foram descritas que as células NK, podem exercer atividade antifingica contra uma gama de
fungos incluindo: C. albicans, A. fumigatus, C. neoformans, Pneumocystis spp. e P.
brasiliensis. Estas células NK exercem efeito através da morte direta do microorganismo
usando perforina, matando células hospedeiras infectadas e secretando citocinas pro-
inflamatérias (SCHMIDT et al., 2013b; ISLAM et al., 2013; KELLY et al., 2013; LONGHI et
al., 2012).

Apesar da grande importancia da imunidade inata, a imunidade as infecgdes fungicas ¢
tradicionalmente considerada no ambito das respostas imunes adaptativas, particularmente
devido a incidéncia de doengas fingicas em pacientes com HIV, pneumocistites, candidiase
oral e meningite criptococica (Glocker e Grimbacher 2010). Este conceito foi reforcado pela
descoberta de que a citocina IL-17 ¢ critica para imunidade a infecgdes fungicas,

particularmente a candidiase mucosa (HUPPLER et al., 2012).

A imunidade adaptativa mediada por anticorpos contra patogenos fungicos tem sido
relatada na literatura com frequéncia. Em um estudo foi visto que anticorpos anti-IgM contra
polissacarideos fingicos aumentaram o reconhecimento dos antigenos fungicos mediado por
DCs, o desenvolvimento das respostas Th2 e Th17 (CASADEVALL et al., 2012; RAPAKA et
al., 2010).

A opsonizacdo dependente de anticorpos e a ativagdo do complemento maximizam a
cura das doencas fingicas em modelos animais. Geralmente os seres humanos que possuem
defeitos na imunidade humoral ndo sdo mais suscetiveis a doencas fungicas. Porém, os
anticorpos que atuam como protetores especificos contra fungos estdo sendo muito pesquisados

para atuarem na prevengado de infec¢des fungicas (CASADEVALL et al., 2012).

No estudo de Hung e colaboradores (2011) foi evidenciado que a imunidade relacionada
a vacina contra fungos dimorficos depende essencialmente das células Th17 que irdo facilitar a
eliminacdo dos patogenos pelos fagdcitos mononucleares e neutréofilos. Além disso, outros
autores, desenvolveram vacinas que protegem contra infec¢des experimentais com fungos
patogénicos tais como Coccidioides posadasii, Histoplasma capsulatum e Blastomyces

dermatitidis (WUTHRICH et al., 2000; XUE et al., 2009; WUTHRICH et al., 2003).

Foi visto que camundongos knockout para receptor A da IL-17 (Il17ra - / -) sdo
suscetiveis a infec¢do por Candida albicans devido a infiltragdo reduzida de neutrofilos nos
orgdos infectados. Da mesma forma, com uma deficiéncia de células Th17 em camundongos

IL23pl19 - / - e I117ra - / - os mesmos exibem candidiase orofaringea grave, enquanto os
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camundongos IL-12 - / - deficientes em cé¢lulas Thl apresentam carga e nenhuma doenga
evidente. A IL-17 também promove a defesa do hospedeirocontra infec¢do pulmonar primaria
por Pneumocystis carinii, H. capsulatum e Aspergillus fumigatus (HUANG; FIDEL, 2004;
WERNER et al., 2009; CONTI et al., 2009; DEEP; GIBBONS, 2009; RUDNER et al., 2007).

2.6 IMUNIDADE CONTRA TRICHOSPORON SPP.

Do género Trichosporon a espécie T. asahii ¢ a principal causa de infecgdes invasivas
em pacientes imunocomprometidos, mas pouco se sabe sobre a resposta imune do hospedeiro
contra esse patdgeno. Sabe-se que os macrofagos alveolares presentes nos pulmdes fagocitam
e destroem os conidios inalados, impedindo a germinagao das hifas, enquanto leucocitos e
mondcitos, que sao fagdcitos circulantes vao para o sitio da infec¢ao, onde eles participam dos

mecanismos de defesa do hospedeiro (SASAKI et al., 2000).

O trabalho de Cong e colaboradores (2015) foi o primeiro a investigar o perfil
transcricional de monocitos humanos em resposta a infecc¢ao por 7. asahii. Neste trabalho foram
identificados 1315 genes expressos precocemente por células THP-1 utilizando microarray de
cDNA. Os genes mais expressos nas células THP-1 em resposta a 7. asahii foram aqueles que
codificam citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1b, IL-18 e IL-23 a. Sendo TNF-a
uma das principais citocinas pro-inflamatérias envolvidas na resposta imune inata € na
regulacdo da respsta imune adaptativa e considerando o papel desta citocina no recrutamento
de células inflamatorias para locais de infec¢do, a expressdo génica induzida de TNF-a em
células THP-1 podem ser benéfica para o recrutamento precoce de células inflamatorias nas

infecc¢des causadas por 7. asahii (CONG et al., 2015).

O sistema imunologico inato é capaz de reconhecer os PAMPs dos microorganismos
pelos PRRs, tais como TLRs 2, 4 e dectina 1 que sdo os principais PRRs envolvidos no
reconhecimento dos fungos. No estudo de Cong e colaboradores (2015), ndo houve expressao
diferencial significativa de genes que codificam TLRs e dectina 1. No entanto, a expressdo de
genes de outros tipos de PRRs foram encontrados regulados positivamente tais como molécula
de adesao intercelular especifica de célula dendritica 3 - nonintegrin-grabing (DC-SIGN),
CD36 e pentraxina 3 (PTX3). Porém o papel destes PRRs na interagdo entre 7. asahii € os

fagocitos ndo foi investigado, embora tenha sido demonstrado que estes receptores estdo
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envolvidos no reconhecimento e resisténcia contra outras infec¢des por fungos (SERRANO-

GOMEZ et al., 2004; GARLANDA et al., 2002).

Vérios microrganismos patogénicos podem induzir a apoptose de fagdcitos. A expressao
de genes que estdo relacionados a apoptose refletem um equilibrio entre os mecanismos
apoptdticos e anti-apoptdticos nas interacdes entre os fagocitos e os fungos. Porém, durante a
infeccdo por 7. asahii foi identificado a maioria dos genes que tiveram a sua expressao reduzida
nao possuiam envolvimento na resposta imune do hospedeiro e sim estavam associados ao ciclo

celular, mitose, divisdo celular e reparo do DNA (ROTSTEIN et al., 2000; CONG et al., 2015).

Em um outro estudo foi demonstrado por Sasaki e seus colaboradores (2000) que os
mondcitos periféricos humanos e macrofagos peritoneais de modelo animal ndo possuem
atividade fungicida contra 7. asahii. Porém foi visto que a atividade de eliminacdo dessas
células pode ser estimulada pelo fator de estimulacdo de colonias de macrofagos (M-CSF) em
camundongos com tricosporonose disseminada. O M-CSF agiu causando um aumento na
producdo de superoxidos e citocinas, favorecendo desta forma a eliminagdo dos
microrganismos pelos macroéfagos maduros e mondcitos. Sendo assim o M-CSF pode ser util
como complemento da terapia antimicrobiana convencional e profilaxia de infec¢des

disseminadas causadas por 7. asahii (SASAKI et al., 2000).

O TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 sdo as principais citocinas da imunidade inata que
sdo produzidas por fagocitos mononucleares ativados por fungos. Essas citocinas estimulam as
propriedades de morte celular contra os microrganismos patogénicos (WARREN, 1986;

MOTOYOSHI, 1998).

O TNF-o aumenta a quimiotaxia de macrofagos e neutréfilos, e também aumenta a
respiragdo oxidativa de neutréfilos aumentando assim sua atividade fungicida. Além disso,
pode também estimular células NK que podem exibir alguns efeitos antifungicos diretos e
produzir TNF-a, IFN-y e GM-CSF, maximizando os efeitos antifungicos dos neutrofilos e

macréfagos (FERRANTE et al., 1988).

2.7 UTILIZACAO DE VACINAS NA PREVENCAO DE INFECCOES FUNGICAS

As vacinas que podem ser utilizadas na prevencdo de doengas de carater infeccioso

foram uma conquista muito importante na area desatde publica nos ultimos tempos. Sabe-se
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que a prevaléncia de infec¢des fungicas sistémicas no mundo vem estimulando cada dia mais o
possivel desenvolvimento de vacinas antifungicas (CUTLER et al., 2007; FELDMESSER,
2005; PULENDRAN; SEDER, 2005).

Além da maioria dos individuos com infec¢des flingicas disseminadas serem
imunocomprometidos, portanto, incapazes de montar respostas completas a uma vacina,
existem varios outros obstaculos que dificultam o desenvolvimento de uma vacina antifingica.
Contudo, a vacina contra fungos pode ser considerada para os individuos imunocompetentes,
mas que possuam a possibilidade de uma imunossupressao grave no futuro, como por exemplo:
pessoas que aguardam transplante de orgdos e aqueles com infeccdo aguda pelo virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) (LEVITZ; GOLENBOCK, 2012).

Para que uma vacina antiflingica seja eficiente, essa deve ter como objetivo gerar
respostas imunes que levem & memoria imunolégica, protecao contra uma exposi¢ao recorrente
aos fungos, seus conidios e esporos e nao gere doenca. Nos ultimos anos, varios candidatos
vacinais foram testados contra alguns patdégenos fingicos, tais como C. albicans, Aspergillus

spp., Cryptococcus spp., Blastomyces spp., Paracoccidioides brasiliensis e Sporothrix spp.

(NANJAPPA; KLEIN, 2014; IANNITTI et al., 2012).

Uma estratégia 6tima para vacinas fingicas contra multiplos fungos ¢ o uso de antigenos
compartilhados por géneros de varios fungos importantes. Pode-se citar por exemplo, o
componente principal da parede celular de fungos: o -1,3-D-glucano. Apesar desta glicana ter
baixo potencial imunogénico foi visto no estudo de Torosantucci e colaboradores (2005) que
camundongos imunizados com laminarina de -1,3-D-glucano conjugada com toxina de difteria
foram capazes de induzir uma elevada produgdo de anticorpos, os quais conferiram protecao

contra candidiase, aspergilose e criptococose (TOROSANTUCCI et al., 2005).

Outros estudos neste campo incluiram a utilizagdo de um antigeno antifagocitico da
capsula de C. neoformans, o glucuronoxilomannanna (GXM) como candidato vacinal. Como o
GXM mostrou baixa imunogenicidade e natureza independente de células T, o que nao ¢
apropriado para a vacinagdo de pacientes com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a
vacina foi conjugada com a toxina de tétano gerando niveis de anticorpos anti-GXM especificos
em camundongos. Embora o problema da imunogenicidade foi resolvido, quando administrado
em camundongos, com a vacina ndo houve a producdo de anticorpos protetores
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2005; DATTA; PIROFSKI, 2006; DEVI et al., 1991; DEVI,
1996).
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Uma estratégia que utilizou cepa atenuada de Cryptococcus neoformans protegeu com
sucesso os camundongos deficientes em células T CD4 +. Essas descobertas sdo muito
importantes no desenvolvimento de vacinas que protejam individuos com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e outras deficiéncias de células T CD4 +. Um cuidado a ser
tomado quanto ao uso de vacinas vivas ¢ que os fungos devem ser suficientemente atenuados
para ndo causar doengas, principalmente em individuos imunocomprometidos (WOZNIAK et

al., 2011).

Visto isso, as vacinas desenvolvidas contra Cryptococcus spp., precisam ser eficientes
principalmente em pacientes com deficiéncia grave de células T, como pacientes com HIV Com
base no fato de que alguns Cryptococcus spp. podem causar doencas tanto em pacientes
imunocomprometidos quanto em hospedeiros imunocompetentes, uma vacina que possa
prevenir a doenga recorrente € a forma aguda ¢ a solugdo ideal (DATTA, PIROFSKI, 2006;
SPELLBERG, 2011).

As estratégias abordadas para C. albicans incluem o uso de uma vacina utilizando uma
cepa viva atenuada e o uso de componentes da parede celular em modelos murinos. Essas
vacinas mostraram-se eficientes, mas nao foram testados em seres humanos (SAVILLE et al.,

2009; EDWARDS JR., 2012; CASSONE, 2014).

As doengas causadas por fungos ameacam a vida principalmente de pessoas com
imunodeficiéncias primdrias e adquiridas. Estad ocorrendo um répido progresso na area de
pesquisa em imunoterapia para explorar esta abordagem no tratamento de doencas fingicas.
Porém, hd um grande desafio para os préximos anos, que sera de testar o uso de imunoterapia

para doencas fungicas em testes clinicos (ARMSTRONG-JAMES et al., 2017).

Apesar desses fatores, diversas pesquisas para o desenvolvimento de vacinas contra
fungos estdo sendo realizadas. O Quadro 1 resume os principais alvos investigados para
producdo de vacinas contra fungos, discriminando a fonte, o patdogeno alvo e o tipo de resposta

imunologica identificada:



Quadro 1 - Vacinas fungicas universais experimentais em desenvolvimento.
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Vacina/Antigeno Fonte Patdgeno alvo Resposta protetora Referéncias
Laminarina Conjugado B-glucano Candida e Anticorpos inibidores  (Torosantucci et
de algas marrons Aspergillus spp. de crescimento fungico  al, 2005).
(Laminaria), com toxina (Bromuro et al,
da difteria CRM 197 2010).
P10-FliC P10 de P. brasiliensis e P. brasiliensis Protegdo Th1- (Braga et al,
proteina de fusdo FliC flagelina dependente 2009).
De Salmonella enterica.
HSP65 DNA Derivado de P. brasiliensis Protegdo Th1- (Ribeiro et al ,
Mycobacterium leprae dependente 2010).
rAls3p-N* N-terminal de C. Candida albicans e Atividade de (Baquir et al ,
albicans adesina Als3p  multiplos isolados de  neutr6filos mediados ~ 2010).
S. aureus por IFN-y /IL-17A (Lin et al , 2009).
(Spellberg 2011).
Crfl Glucanase de parede Candida e Protegdo Th1 (Stuehler et al
celular de 4. fumigatus Aspegillus spp. dependente 2011).
Fba Proteina de parede de Multiplas cepas de Anticorpos especificos  (Xin e Cutler
Frutose-bifosfato C. albicans C. albicans anti-Fba 2011).
aldolase
rHyrlp-N Proteina de superficie Candida albicans e Anticorpos (Luo et al, 2011).
celular Hyrlde C. ndo albicans neutralizantes anti-
albicans Hyrlp
Extrato de proteinas Cryptococcus gatii C. gatti Respostas (Chaturvedi et al ,

associadas a parede
celular e citoplasmatico

Peptideo P10

Glicuronoxilomanana

Beta-1-3-Glucana

Sap 2 recombinante

Glicosilceramida
Glicosfingolipidica
(GlcCer)

P. brasiliensis

Antigeno de GXM

S. cerevisiae

C. albicans

C. neoformans

P. brasiliensis

Cryptococcus
neoformans

C. gattie C.
neoformans

C. albicans

C. neoformans

proinflamatorias e
citocinas perfil Thl

Aumento na producéo
de 6xido nitrico por
macrofagos e niveis

elevados de IFN-y, IL-

1belIL-12

Resposta Th1 IL-2, IL-
12, TNF e IFN-y

Thl e Th 17

Anticorpos protetores
contra infecgoes
sistémicas e nas

mucosas

Impedimento da
disseminagdo dos
fungos

2014).

(Muoz et al ,
2014).

(Wager e
Wormley 2015).

(Spechtet al,
2015).

(Vecchiarelli et al
., 2012 ¢ Shahid,
2016).

(Mor et al .,
2016).

*Concluida a primeira fase do ensaio clinico e entrada em ensaio clinico de segunda fase.

Fonte: Da autora.
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2.8 VACINOLOGIA REVERSA CONTRA FUNGOS COMO PREVENCAO

As infec¢des fungicas oportunistas apresentam sérios riscos para a saude humana,
principalmente em pacientes imunocomprometidos. Os antifingicos convencionais que sao o
tratamento principal dessas infec¢des estdo cada vez mais limitados pelo crescente isolamento
de cepas resistentes (HAMAD, 2008; CUENCA-ESTRELLA et al., 2008).

Tradicionalmente, varias vacinas tém sido desenvolvidas através do isolamento de um
ou mais componentes antigénicos de um determinado patégeno e verificando se estes
componentes sao capazes de induzir resposta imune protetora. Apesar desta abordagem ter
apresentado uma série de sucessos no decorrer da historia da vacionologia, o conhecimento
gerado com as novas tecnologias gendmicas, transcriptomicas e protedmicas tem contribuido
para o avango da vacionologia e producdo de vacinas mais efetivas e seguras. A revolugdo no
desenvolvimento de vacinas a partir de técnicas gendmicas comegou em meados da década de
90 no século passado, com avangos na tecnologia de sequenciamento e analises de

bioinformatica (FLEISCHMANN et al., 1995).

Uma das abordagens mais promissoras ¢ o uso de ferramentas computacionais que
permitem a identificagdo de genes que codificam proteinas com potencial antigénico no genoma
de diferentes patogenos. Esta abordagem, denominada de vacionologia reversa ¢ consequéncia
direta das novas tecnologias “Omicas” e ¢ atualmente reconhecida como uma técnica promissora
para a determinacao tedrica de proteinas ou peptideos que possuem potencial para inducao de
uma resposta imune, reduzindo desta forma o tempo e o custo do desenvolvimento de novas
vacinas (BRUNO et al., 2015; HEINSON; WOELK; NEWELL, 2015; LILJEROOS et al.,
2015).

Com o uso da tecnologia de vacinologia reversa ndo ha necessidade de cultivar os
microrganismos em laboratorio, realizando predi¢des de potenciais candidatos vacinais
especificos do patdogeno, evitando identificar nas buscas epitopos que possam gerar
autoimunidade para entdo, testa-los em animais (FLOWER et al., 2010).

Para fungos ¢ importante considerar que varios fatores complicam o desenvolvimento
de vacinas, pois estes possuem uma composi¢ao genética complexa, sendo capazes de alterar o
morfotipo e o perfil antigénico que atuam como fatores de viruléncia, promovendo o escape da
resposta imunoldgica e contribuindo para o aparecimento de cepas mutantes. Outro fator

importante ¢ que os fungos exibem uma grande semelhanga molecular com as células humanas.
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Isso pode restringir o ntimero de antigenos flingicos que poderiam ser possiveis
candidatos vacinais, o que gera um agravante, ja que muitos fungos comensais podem se tornar
oportunistas, com a administracao de uma vacina. Por exemplo, uma vacina contra C. albicans
poderia alterar a relagdo assintomatica e muitas vezes benéfica na microbiota vaginal e

intestinal e com o hospedeiro (HAMAD, 2012).

Apesar da terapia convencional nao cair em desuso, em breve, o uso de vacinas poderia
fazer com que menores doses de antifingicos fossem administradas em curtos periodos de

tempo, sendo assim, mais eficaz e menos prejudicial para os pacientes (RINALDI, 1997).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo estdo demonstrados nos itens 3.1 e 3.2.

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais candidatos vacinais para Trichosporon asahii, por vacinologia
reversa.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para identificagdo e sele¢do de candidatos vacinais em potencial para T. asahii, foram

estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

a) Identificar potenciais proteinas extracelulares e ou secretadas pela célula fingica com
capacidade imunoestimulante, a partir da analise do proteoma predito de Trichosporon
asahir;

b) Selecionar proteinas que ndo apresentem similaridade com proteinas de outros fungos

e com proteinas humanas para identificar epitopos lineares de células T com protecao

exclusiva para 7. asahii,

c) Selecionar proteinas que apresentem similaridade com proteinas conhecidas de
Candida spp. e Cryptococcus spp. para identificar epitopos lineares de células T que

possam conferir imunidade cruzada para esses dois géneros além de 7. asahii;

d) Realizar modelagem molecular das proteinas selecionadas e localizar os epitopos

identificados nos modelos tridimensionais gerados;

e) Realizar a analise de cobertura populacional mundial para HLA (Antigeno
Leucocitario Humano) para selecaodas proteinas/epitopos com maior potencial vacinal
€ com maior cobertura populacional para proposi¢cao de candidatos vacinais contra 7.

asahii e prote¢do cruzada para levedura.



4 MATERIAL E METODOS

Os métodos utilizados neste trabalho foram baseados em programas para manipulacao e analise de sequéncias proteicas. As predi¢des

seguiram as etapas apresentadas no fluxograma abaixo:

Comparagdo das proteinas

| Proteoma predito de 7. asahii CBS2479 selecionadas, com protefnas dos'
I fungos: Cryptococcus spp. e Candida

spp. utilizando a ferramenta BLASTp-

) . ) NCBI
Predi¢do da localizagdo subcelular das proteinas,
utilizando 2 preditores in silico: CELLO e PSORT II
‘ Protegdo contra Protegio somente contra
- leveduras: Proteinas com T. asahii: Proteinas sem
Proteinas extrace:;lares em ambos os cobertura e identidade > sifiiilaridade: Goim
preditores 50%; Cryptococcus spp e
Proteinas com Candida spp.;
Identificagdo de proteinas antigénicas, caraclerizagao Pr(.)teinas COI
utilizando o programa VaxiJen v2.0 funcional. caracterizacdo funcional.
‘ Mapeamento de epitopos em células T, e
Proteinas com cut off’ comparagdo entre os epitopos identificados
>0.5 através da ferramenta TEPITOOL

| \

Analise desses epitopos no VaxiJen v2.0

BLASTp-
NCBI
‘ Modelagem molecular através do I-TASSER e

- — localizag@o dos epitopos imunogénicos através
Proteinas sem nenhuma similaridade com do software VMD

proteinas humanas [

Cobertura populacional dos alelos através da ferramenta
Population Coverage

Selegéio dos epitopos vacinais que sejam
imunogénicos e externos

Figura 1 - Fluxograma de realizagao das etapas do trabalho para obten¢do de potenciais epitopos vacinais contra 7. asahii.
Fonte: Da autora.
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4.1 OBTENCAO DO PROTEOMA PREDITO DE TRICHOSPORON ASAHII A PARTIR
DE GENOMA TOTAL DEPOSITADO EM BANCO DE DADOS

A partir de um isolado de um paciente com lesdo de psoriase progressiva identificado
por Guého em 1997, o genoma total da cepa clinica de 7. asahii (CBS2479) foi sequenciado e
depositado no banco de dados do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Trichosporon+asahii+CBS2479). Para a

obtencao do proteoma predito de 7. asahii CBS2479, foi realizado um download deste arquivo
em formato FASTA (formato padrdao usado na Bioinformatica que representa sequéncias de
nucleotideos ou de aminoacidos para serem usadas em softwares), o qual contém sequéncias

proteicas preditas a partir do genoma total de 7. asahii (YANG et al., 2012).

4.2 PREDICAO DA LOCALIZACAO SUBCELULAR DAS PROTEINAS

A funcdo das proteinas estd intimamente relacionada com a sua localizacao subcelular,
portanto, a capacidade de se predizer esta localizagdo ¢ util para inferir determinadas fungdes
quando estudadas proteinas desconhecidas. Para isso, afim de se selecionar apenas proteinas
preditas como extracelulares, o proteoma predito de 7. asahii CBS2479 foi analisado em dois
preditores in  silico de localizacdo subcelular, sendo estes: CELLO v.2.5
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) e PSORT 1II (http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/psort2.pl)
(SU et al., 2006; NAKAI; KANEHISA, 1991).

A escolha de dois preditores para esta analise foi estabelecida para se ter uma maior
confiabilidade dos resultados, ja que os programas utilizam algoritmos e parametros de analises
diferentes. O preditor CELLO V.2.5 utiliza um algoritmo chamado de maquina de vetores de
suporte (SVM) em 2 niveis, com calculos de vetores e conjuntos de probabilidades de
localizagdo subcelular baseada em caracteristicas da sequéncia particular da proteina, enquanto
que o PSORT II utiliza o algoritmo denominado k-nearest-neighbor (knn), o qual compara
estatisticamente as caracteristicas de um conjunto de proteinas de treinamento (sequéncias
protéicas com localizacdo conhecidas), e a proteina de interesse (SU et al., 2006; NAKAI;

KANEHISA, 1991).
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Desta forma, a partir de duas predigdes coincidentes da proteina como
extracelular/superficie celular, as proteinas foram selecionadas e submetidas as proximas

analises.

4.3 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS COM POTENCIAL ANTIGENICO

Para uma proteina ser considerada um candidato vacinal, ela precisa possuir potencial
imunogénico, ou seja, gerar algum tipo de resposta imunoldgica. Assim, para a predigao de
proteinas que possam ser caracterizadas como antigenos, empregou-se o programa VaxiJen

v2.0 (www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html). Esse preditor avalia a

capacidade imunoestimulante de proteinas independente da realizacdo de alinhamento da
sequéncia alvo com antigenos protetores. O preditor foi desenvolvido para permitir a
classificagdo do antigeno exclusivamente com base nas propriedades fisico-quimicasdas
proteinas sem recorrer ao alinhamento da sequéncia. O limiar determinado para identificacao
de proteinas com potencial imunoestimulante nos organismos fungicos ¢ 0.5, pois de acordo
com os autores do programa, este valor indicou uma maior precisdo, sensibilidade e
especificidade, quanto as andlises realizadas para validagdo (DOYTCHINOVA; FLOWER,
2008). Portanto, as proteinas que obtiveram um limiar > 0.5 foram selecionadas para as analises

posteriores.

44 COMPARACAO DAS PROTEINAS SELECIONADAS COM O PROTEOMA
HUMANO

As proteinas selecionadas na predi¢do anterior foram comparadas como proteoma
humano, Homo sapiens (tax id 9606), para descartar os antigenos preditos que poderiam induzir
reacoes de auto-imunidade. Para esta comparacdo foi empregada a ferramenta Basic Local

Alignment Search Tool (BLASTp-NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al , 1990).

Nesta andlise, foram selecionadas para a proxima etapa somente as proteinas que nao possuiam

qualquer similaridade com proteinas humanas.
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4.5 COMPARACAO DAS PROTEINAS SELECIONADAS COM PROTEINAS DAS
ESPECIES: CRYPTOCOCCUS SPP.E CANDIDA SPP.

As proteinas selecionadas que ndo possuiam qualquer similaridade com as proteinas
humanas foram comparadas com as proteinas de Cryptococcus spp. (tax id 5206) e Candida

spp. (tax id 5475) utilizando a ferramenta BLASTp-NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para a producdo de uma vacina com potencial prote¢do somente contra 7. asahii, foram
estabelecidos dois critérios de sele¢ao descritos a seguir: (i) as proteinas nao deveriam possuir
qualquer similaridade com proteinas de Cryptococcus spp. e Candida spp; (ii) possuir
caracterizagdo funcional predita.

Para a producdo de uma vacina com potencial protecdo cruzada para os trés géneros,
Trichosporon spp., Cryptococcus spp. € Candida spp., foram também estabelecidos dois
critérios de sele¢ao descritos a seguir: (i) as proteinas deveriam possuir cobertura e identidade
> 50% com as proteinas de Crypotococcus spp. € Candida spp., (ii) e possuir caracterizagao

funcional.

4.6 MAPEAMENTO DE EPITOPOS DE LIGACAO AO MHC 11

As proteinas selecionadas até aqui passaram pela predicdo de ligacdo dos seus
respectivos epitopos aos alelosdo MHC II, sendo os peptideos fixados em 15 residuos para as
previsoes de ligacdo ao MHC de classe II. Para isso foi utilizada a ferramenta TepiTool,

disponivel no site Immune Epitope Database (IEDB; http://tools.iedb.org/tepitool/) (PAUL et

al., 2016). A ferramenta TepiTool implementou algoritmos de previsdo disponiveis para
centenas de alelos de diferentes espécies, incluindo humanos, chimpanzés, bovinos, gorilas,
macacos, camundongos e porcos. A partir dessa predi¢do, os peptideos que tiveram ligacao com
os alelos do MHC 11, foram analisados no programa VaxiJen v2.0, para confirmar se estes eram

realmente imunogénicos.
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4.7 MODELAGEM MOLECULAR DAS PROTEINAS POR HOMOLOGIA E PELO METODO
THREADING

Tanto as proteinas com protecdo exclusiva para 7. asahii, quanto as proteinas de
protecdo cruzada com Cryptococcus spp., passaram pela etapa de modelagem molecular, pois
sabe-se qua a modelagem molecular das proteinas € util para visualizar-se a possivel estrutura
atomica tridimensional (3D), facilitando sua caracterizacao funcional e a predi¢do de suas
interacdes com ligantes ou com outras moléculas de proteinas (ZHANG, 2008).

Para a realizacdo da modelagem molecular por homologia foi realizada a busca por
templates (sequéncias proteicas similares ou homologas com predi¢cdo de estrutura conhecida)
para as proteinas fungicas selecionadas através da ferramenta PSI-BLAST do NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cei?CMD=Web&PAGE=Proteins &PROGRAM=blastp&
RUN_PSIBLAST=on) (ALTSCHUL et al., 1990). Para serem utilizadas como templates na

modelagem comparativa, as sequéncias deveriam atender ao critério de possuir uma cobertura
> 40%. Estas proteinas foram entdo, obtidas da biblioteca do Protein data bank (PDB)

(https://www.rcsb.org/), através do numero de acesso fornecido pelo PSI-BLAST, para serem

os templates na modelagem comparativa pelo programa MODELLER (WEBB; SALI, 2016).
Esta andlise foi realizada nos computadores do Laboratorio de Modelagem Molecular, sob
coordenagao e colaboracdo do Prof. Dr. Nelson José Freitas da Silveira.

Para as proteinas que nao possuiam templates, ou seja, proteinas que nao possuiam
nenhuma proteina homologa ou com identidade/similaridade muito baixas, foi utilizado o
software I-TASSER na modelagem molecular. Este programa calcula modelos tridimensionais
das proteinas pelo método threading (método intermediario entre o comparativo € o ab initio).
Para gerar os modelos proteicos em 3D, o programa realiza a recuperacao de segmentos moldes
e geragdo ab initio das regides faltantes das proteinas, gerando 5 modelos ordenados pelos
valores C-score e TM-score. A confianca de cada modelo gerado pelo I-TASSER ¢ medida pelo
C-score que estd na faixa de -5 a 2, de modo que um C-score de maior valor significa um
modelo com maior confianga e vice-versa. Ja a acuracia do modelo ¢€ vista através do TM-score,
no qual os valores variam de 0,0 a 0,17 mostrando que a similiridade estrutural é ao acaso,
enquanto os valores que variam de 0,5 a 1,0 sdo indicativos de uma correta topologia do modelo
em relagdo a proteina alvo, 0 software esta disponivel em

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010).
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4.8 VISUALIZACAO DOS MODELOS EM 3D E LOCALIZACAO DOS EPITOPOS
IMUNOGENICOS

A visualizagdo dos modelos proteicos em formato 3D foi realizada pelo software
grafico Visual molecular dynamics VMD versdo 1.9.3, através dos arquivos no formato PDF
fornecidos pelosoftware I-TASSER na etapa anterior.

Através deste mesmo software foi realizada a localiza¢do dos epitopos preditos como
imunogénicos no programa VaxiJen v.2.0 nos modelos de proteinas 3D, para avaliar se estes
estavam externos ou internos em relagdo a estrutura do modelo proteico.

Para a execucdo deste software foi realizado um download no link:

(http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) em computador de uso doméstico.

4.9 COBERTURA POPULACIONAL DOS ALELOS

Sabe-se que as moléculas de HLA sdo extremamente polimorficas, tendo sido mais de
mil variantes alélicas diferentes ja descritas. Os alelos HLA especificos sdo expressos com
diferentes frequéncias em diferentes etnias.

Para avaliar a cobertura populacional dos epitopos imunogénicos, foi realizada uma
analise dos alelos que tiveram ligagdo aos epitopos,através da ferramenta Population Coverage,

que estd disponivel em IEBD (http://tools.iedb.org/population/). Esta ferramenta calcula a

fragao de individuos previstos para responder a um dado epitopo ou epitopo definido com base

nas frequéncias genotipicas de HLA e com base na ligagdo de MHC (BUI et al., 2006).
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5 RESULTADOS

5.1 BUSCAS POR PROTEINAS EXTRACELULARES E/OU SECRETADAS NO
PROTEOMA PREDITO DE T. ASAHIT

Foram utilizados os preditores in silico CELLO e PSORT II (Su et al ., 2006 e Nakai e
Kanehisa, 1991) para a deteccao de proteinas extracelulares e ou secretadas por 7. asahii. Foi
evidenciado que das 8.300 proteinas putativas, 610 (7,35 % do proteoma total) poderiam ser
extracelulares e/ou secretadas pelo preditor CELLO e 462 (5,57% do proteoma total) poderiam
ser localizadas nos mesmos compartimentos celulares conforme os resultados obtidos no
predito PSORT II. Das proteinas preditas como extracelulares e/ou secretadas, 268 (3,22 % do
proteoma total) obtiveram o mesmo resultado de predicdo em ambos preditores (Figura 2, e
apéndice A), sendo estas selecionadas para as analises posteriores. As proteinas restantes, 342
(43%) do CELLO e as 194 (24,7%) do PSORT II, foram preditas em outros compartimentos

celulares, como: nacleo, mitocondria, vactolo, citoplasma, aparelho de Golgi, entre outros.

CELLO v.2.5 PSORT II
610 (7,35%) 462 (5,57%)

268 194

(3,22%) (2,33%)

Figura 2 - Diagrama de Venn mostrando as proteinas preditas como extracelulares e/ou
secretadas nos programas CELLO v.2.5 e PSORT IL

Fonte: Da autora.



5.2 PREDICAO DE PROTEINAS COM POTENCIAL IMUNOGENICO

As 268 proteinas selecionadas na etapa anterior foram analisadas, em seguida, no
programa VaxiJen v2.0 (Doytchinova e Flower, 2008). Aquelas com cut off > 0,5 foram
consideradas imunogénicas e foram selecionadas e para a proxima andlise. Nossos resultados

mostram que das 268 proteinas preditas como extracelulares, 205 delas (78,25%) foram preditas

com potencial imunogénico (Figura 3, e apéndice B).

Os resultados obtidos nesta etapa mostram uma grande variagdo no valor deteminado
pelo servidor VaxiJen v.2.0. O valor minimo encontrado no VaxiJen v.2.0, foi da proteina

(XP _014177757.1) que apresentou um valor de -0.42 e o valor maximo foi da proteina

(XP_014176505.1) com o valor de 1.398 para potencial imunogénco.

Valor (Vaxijen)

Figura 3 - Predigdo de antigenicidade das proteinas preditas como extracelulares nos programas
CELLO e PSORT II. As proteinas que tiveram a mesma predicao de localizagdo
extracelular nos programas CELLO e PSORT II foram submetidas a uma analise de
imunogenicidade no servidor VaxiJen v.2.0. A linha pontilhada evidencia o ponto de
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corte (cut off) para selegdo de proteinas imunogéncias para fungos (> 0,5).

Fonte: Da autora.
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53 PREDICAO DE PROTEINAS QUE NAO POSSUIAM SIMILARIDADE COM
PROTEINAS HUMANAS

Para predicao de auséncia de similaridade entre as 205 proteinas de 7. asahii e proteinas
humanas, foi realizada analise de BLASTp-NCBI das proteinas fingicas contra o genoma
humano. Foi evidenciado que das 205 proteinas, 137 delas (66,82% das proteinas com potencial
imunogénico) ndo obtiveram qualquer similaridade com proteinas humanas (Tabela 1), sendo
estas, portanto, selecionadas para as demais etapas. Das proteinas selecionadas nesta estapa, o
tamanho minimo encontrado foi de 71 aminoacidos (XP 014180802.1) e a maior proteina

(XP_014181046.1) continha 1004 aminoacidos.

Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas humanas

determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBI.

(continua)
ID das proteinas Numero de | BLASTp-NCBI*
Aminoacidos
XP_014176263.1 281 Nenhuma similaridade
XP_014176270.1 85 COB: 84%; ID: 29%; AC:BAG63169
XP _014176272.1 381 Nenhuma similaridade
XP 014176291.1 512 COB:82%; ID: 25%; AC:XP_011521323.1
XP _014176328.1 174 Nenhuma similaridade
XP_014176348.1 141 Nenhuma similaridade
XP 014176352.1 288 COB: 15%; ID: 34%; AC: AAP97312.1
XP _014176353.1 274 Nenhuma similaridade
XP 014176411.1 281 COB: 27%; 1D:27%; AC: NP_071376.1
XP_014176426.1 571 COB: 55%; ID: 35%; AC: 6EMI_A
XP _014176478.1 575 Nenhuma similaridade
XP_014176505.1 210 Nenhuma similaridade
XP _014176506.1 177 Nenhuma similaridade
XP 014176566.1 190 COB: 72%; ID: 30%; AC: NP_006806.1
XP_014176635.1 441 Nenhuma similaridade
XP 014176674.1 294 Nenhuma similaridade
XP_014176675.1 197 COB: 25%; ID: 35%; AC: AHX01233.1
XP _014176693.1 247 Nenhuma similaridade
XP_014176700.1 256 COB: 11%; ID: 55%; AC: NP_001309398.1
XP 014176734.1 157 COB: 27%; 1ID: 42%; AC: XP_005250316.1
XP _014176735.1 159 Nenhuma similaridade
XP_014176757.1 256 COB: 26%; ID: 28%;AC: XP_005260032.1
XP_014176779.1 193 Nenhuma similaridade
XP _014176811.1 220 Nenhuma similaridade

XP_014176823.1 257 Nenhuma similaridade



Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas

humanas determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBI.  (continuagao)

ID das proteinas

Numero de
Aminoacidos

BLASTp-NCBI*

XP_014176825.1
XP_014176909.1
XP_014176950.1
XP_014176974.1
XP_014177024.1
XP_014177071.1
XP_014177134.1
XP_014177212.1
XP_014177230.1
XP_014177266.1
XP_014177292.1
XP_014177385.1
XP_014177639.1
XP_014177675.1
XP_014177718.1
XP_014177727.1
XP_014177744.1
XP_014177746.1
XP_014177748.1
XP_014177861.1
XP_014178037.1
XP_014178049.1
XP_014178053.1
XP_014178171.1
XP_014178234.1
XP_014178245.1
XP_014178356.1
XP_014178363.1
XP_014178375.1
XP_014178376.1
XP_014178377.1
XP_014178392.1
XP_014178418.1
XP_014178437.1
XP_014178440.1
XP_014178443.1
XP_014178513.1
XP_014178517.1
XP_014178537.1
XP_014178544.1
XP_014178554.1
XP_014178594.1

129
93
238
223
388
368
182
212
311
239
588
362
555
165
408
165
195
190
229
439
560
607
212
260
179
144
438
354
674
141
144
180
161
305
151
379
141
172
553
315
171
317

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 34%;ID: 28%; AC: BAF84688.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 94%; ID:31%; AC: AAH34502.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB:14%; ID: 31%; AC: NP_872368.2
Nenhuma similaridade

COB: 64%; ID:25%; AC:NP_005856.1

Nenhuma similaridade

COB: 77%; ID: 48%; AC: XP_005270301.1

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 74%; ID: 29%; AAH35303.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 14%; ID: 44%; AC: EAW88041.1
Nenhuma similaridade

COB: 20%; ID:32%; AC: XP_011522061.1
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Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas

humanas determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBL

(continuagdo)

ID das proteinas Numero de | BLASTp-NCBI*

Aminoacidos
XP _014178646.1 370 Nenhuma similaridade
XP_014178657.1 584 COB: 70%; 1D:25%; AC:EAWS56857.1
XP _014178841.1 513 COB: 69%; ID:30%; AC:NP_001900.1
XP _014178843.1 603 COB: 69%; ID:26%; AC: NP_005856.1
XP 014178884.1 177 COB: 11%; ID: 52%; AC: AAD02338.1
XP_014178912.1 587 COB: 9%; 1D:34%; AC: CAB66513.3
XP_014178918.1 426 Nenhuma similaridade
XP_014178920.1 400 Nenhuma similaridade
XP _014178967.1 506 Nenhuma similaridade
XP 014179054.1 152 COB: 30%; ID: 30%; AC: XP_016868660.1
XP_014179055.1 166 Nenhuma similaridade
XP _014179061.1 182 Nenhuma similaridade
XP_014179066.1 231 Nenhuma similaridade
XP _014179069.1 232 Nenhuma similaridade
XP_014179124.1 362 Nenhuma similaridade
XP_014179129.1 107 Nenhuma similaridade
XP_014179250.1 258 Nenhuma similaridade
XP 014179252.1 116 COB: 60%; ID: 30%; AC: BAD96568.1
XP _014179266.1 190 Nenhuma similaridade
XP_014179299.1 466 COB: 17%; ID: 29%; AC: NP_061738.1
XP_014179308.1 208 Nenhuma similaridade
XP _014179371.1 322 Nenhuma similaridade
XP_014179404.1 449 Nenhuma similaridade
XP_014179418.1 350 Nenhuma similaridade
XP_014179486.1 662 COB: 34%; ID:27%; AC: XP_014180099.1
XP_014179627.1 870 Nenhuma similaridade
XP _014179635.1 283 Nenhuma similaridade
XP _014179837.1 187 Nenhuma similaridade
XP_0141799971 255 Nenhuma similaridade
XP_014180075.1 315 Nenhuma similaridade
XP_014180099.1 235 COB: 30%; ID: 28%; AC: CAB59367.1
XP_014180166.1 374 Nenhuma similaridade
XP _014180223.1 149 Nenhuma similaridade
XP_014180224.1 305 Nenhuma similaridade
XP_014180225.1 127 Nenhuma similaridade
XP_014180250.1 420 COB: 83%; ID:28%; AC: NP_001900.1
XP_014180252.1 101 Nenhuma similaridade
XP _014180263.1 72 Nenhuma similaridade
XP_014180282.1 136 Nenhuma similaridade
XP_014180283.1 303 Nenhuma similaridade
XP _014180326.1 265 Nenhuma similaridade
XP_014180354.1 261 Nenhuma similaridade
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Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas

humanas determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBI.

(continuagao)

ID das proteinas Numero de | BLASTp-NCBI*

aminoacidos
XP _014180398.1 447 Nenhuma similaridade
XP_014180455.1 429 Nenhuma similaridade
XP_014180521.1 119 Nenhuma similaridade
XP_014180524.1 229 Nenhuma similaridade
XP_014180526.1 193 Nenhuma similaridade
XP_014180564.1 658 Nenhuma similaridade
XP_014180571.1 176 Nenhuma similaridade
XP_014180616.1 445 Nenhuma similaridade
XP _014180666.1 690 Nenhuma similaridade
XP_014180763.1 264 COB: 70%; ID: 30%; AC: AAI50634.1
XP 014180802.1 71 COB: 47%: 1D:38%; AC:AAH54006.1
XP_014180838.1 266 Nenhuma similaridade
XP_014180841.1 353 Nenhuma similaridade
XP_014180844.1 718 COB: 50%; ID:26%; AC: BAG54041.1
XP_014180849.1 106 COB: 26%; ID: 39%; AC: CAA27765.1
XP_014180861.1 197 Nenhuma similaridade
XP_014180862.1 165 COB: 18%; ID: 42%; AC: EAW63777.1
XP_014180863.1 622 COB: 48%; 1D:26% ; AC: XP_005245324.2
XP_014180898.1 519 Nenhuma similaridade
XP_014180925.1 273 Nenhuma similaridade
XP_014180955.1 781 COB: 86%; ID: 32%; AC:4XWH_A
XP _014180970.1 89 Nenhuma similaridade
XP _014180972.1 84 Nenhuma similaridade
XP_014180978.1 170 Nenhuma similaridade
XP _014181003.1 404 Nenhuma similaridade
XP_014181018.1 582 Nenhuma similaridade
XP 014181029.1 148 COB: 46%; 1D:28%; AC: BAC86392.1
XP _014181030.1 210 Nenhuma similaridade
XP_014181046.1 1004 Nenhuma similaridade
XP _014181060.1 145 Nenhuma similaridade
XP _014181235.1 171 Nenhuma similaridade
XP 014181300.1 132 COB: 27%; ID: 44%; AC:AAB59532.1
XP _014181306.1 238 Nenhuma similaridade
XP_014181413.1 212 Nenhuma similaridade
XP_014181423.1 161 Nenhuma similaridade
XP _014181426.1 135 Nenhuma similaridade
XP_014181502.1 408 Nenhuma similaridade
XP _014181674.1 695 COB: 96%; ID: 37%; AC: 4AWGK_A
XP _014181713.1 517 Nenhuma similaridade
XP_014181855.1 608 COB: 52%; ID: 24%; AC: BAD18425.1
XP _014181856.1 168 Nenhuma similaridade
XP_014181858.1 449 Nenhuma similaridade
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Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas humanas

determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBI.

(continuagdo)

ID das proteinas Numero de | BLASTp-NCBI*

aminoacidos
XP _014181867.1 405 Nenhuma similaridade
XP_014181879.1 211 Nenhuma similaridade
XP_014181888.1 178 Nenhuma similaridade
XP_014181940.1 320 COB: 16%; ID: 43%; AC: CAD39174.2
XP_014182274.1 639 Nenhuma similaridade
XP _014182302.1 414 Nenhuma similaridade
XP_014182356.1 128 Nenhuma similaridade
XP 014182376.1 153 COB: 37%; 1D:30%; AC: EAW48280.1
XP_014182455.1 216 Nenhuma similaridade
XP_014182480.1 131 Nenhuma similaridade
XP_014182498.1 510 Nenhuma similaridade
XP_014182543.1 547 COB: 73%; ID:28%; AC:NP_004842.1
XP 014182544.1 409 COB: 77%; ID:28% ; AC: 1IHTR_B
XP _014182561.1 173 Nenhuma similaridade
XP_014182566.1 433 Nenhuma similaridade
XP_014182748.1 468 Nenhuma similaridade
XP _014182913.1 281 Nenhuma similaridade
XP_014183027.1 391 COB: 30%; ID: 33%; AC: AAD14406.1
XP 014183071.1 131 COB: 19%; ID: 32%; AC: 3VCM_P
XP _014183128.1 228 Nenhuma similaridade
XP_014183141.1 256 Nenhuma similaridade
XP_014183150.1 580 COB: 59%; ID;28%; AC: NP_002621.1
XP _014183178.1 319 Nenhuma similaridade
XP 014183223.1 504 COB: 2%; ID: 25%; AC: AAH30570.1
XP_014183240.1 505 COB: 89%; ID: 33%; AC: AAH39170.1
XP_014183263.1 474 Nenhuma similaridade
XP 014183275.1 606 COB: 20%; ID: 41%; AC: 4AMWS_A
XP_014183286.1 343 Nenhuma similaridade
XP 014183299.1 481 COB: 15%: ID: 29%; AC:XP_011525503.1
XP _014183329.1 132 Nenhuma similaridade
XP_014183565.1 586 COB: 24%; ID: 33%; AC: BAG59966.1
XP_014183589.1 875 Nenhuma similaridade
XP _014183605.1 491 Nenhuma similaridade
XP_014183618.1 221 Nenhuma similaridade
XP_014183663.1 663 Nenhuma similaridade
XP_014183730.1 895 COB. 28%; ID: 32%; AC:AAH09975.1
XP_0141837371 575 Nenhuma similaridade
XP_014183897.1 423 COB: 86%; ID:29%; AC: AAA60061.1
XP_014183969.1 485 COB: 67%; ID: 33%; AC: 5VLA_A
XP 014184000.1 183 COB: 48%; ID: 50%; AC: ANO55431.1
XP_014184002.1 249 COB: 26%; ID: 32%; AC:CCB78982.1
XP_014184003.1 169 Nenhuma similaridade
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Tabela 1 - Similaridade entre as proteinas imunogénicas identificadas e proteinas

humanas determinadas pela ferramenta BLASTp-NCBI. (concluso).
ID das proteinas Numero de | BLASTp-NCBI*
aminoacidos
XP_014184004.1 131 Nenhuma similaridade
XP_014184010.1 180 Nenhuma similaridade
XP_014184029.1 452 Nenhuma similaridade
XP _014184061.1 636 Nenhuma similaridade
XP 014184175.1 294 COB: 54%; ID: 33%; AC:NP_113649.1
XP _014184219.1 383 Nenhuma similaridade
XP 014184236.1 818 COB: 22%: ID: 58%; AC:XP_016885490.1
XP_014184258.1 319 Nenhuma similaridade
XP 014184274.1 195 COB: 21%; ID: 40%; AC:XP_011510892.1

*Em negrito estdo destacadas as proteinas de 7. asahii que nao obtiveram qualquer similaridade com proteinas
humanas. COB: cobertura; ID: identidade, AC: acesso.

Fonte: Da autora.

5.4 BUSCA POR PROTEINAS COM SIMILARIDADE COM PROTEINAS DOS GENEROS
DE LEVEDURAS CRYPTOCOCCUS SPP. E CANDIDA SPP.

As 137 proteinas com potencial imunogénico que ndo possuiam qualquer similaridade
com proteinas humanas foram comparadas com proteinas dos géneros Cryptococcus spp. €
Candida spp. através da ferramenta BLASTp-NCBI. Esta etapa foi necessaria para selecionar
aquelas proteinas que possuiam similaridade com as proteinas dos géneros Cryptococcus spp.
e Candida spp. e, portanto, potencial de indu¢do de protecao cruzada entre as leveduras. Sabe-
se que as proteinas fungicas podem exibir fungdes semelhantes por ontologia génica, e também
por que os genomas dos géneros Cryptococcus spp. € Candida spp. sdao, em sua maioria,
anotados e a funcdo dos genes, verificada, enquanto o de 7. asahii, ainda ¢ hipotético. Através
desta comparagdo foi possivel evidenciar se as proteinas analisadas possuiam alguma funcao
compartilhada com outros fungos e se provavelmente, elas existem de fato no proteoma de 7.

asahii.

Na analise foi visto que das 137 proteinas, 82 (59,85%) possuiam alguma similaridade
com proteinas descritas no género Cryptococcus spp. € apenas 11 (8,02%) delas com o género
Candida spp. (Tabela 2). Destas, 4 foram comuns para ambos os géneros. Portanto restaram 44

proteinas para protecao exclusiva contra 7. asahii.

Foram encontrados valores de cobertura entre as proteinas dos géneros analisados que

variaram de 2% a 31% de cobertura e 27% a 62% de identidade quando comparadas ao género



47

Candida spp. Foi visto que tanto a cobertura quanto a identidade foram baixas para Candida
spp. Ja para Cryptococcus spp., os valores encontrados variaram de 10% a 100% de cobertura
e 20% a 60% de identidade. Assim sendo, foi possivel selecionar proteinas de 7. asahii que
tiveram similaridade com o género Cryptocccus spp. € Candida spp. para as analises de epitopos

vacinais com potencial de protegdo cruzada.

Tabela 2 - Similaridade entre 137 proteinas de 7. asahii e proteinas expressas por leveduras dos

géneros Cryptococcus spp. € Candida spp.

(continua)

ID das proteinas

Numero de
Aminoacidos

Cryptococcus spp.*

Candida spp #

XP_014176263.1 281 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014176272.1 381 COB: 79%; ID: 36%; AC:0ODN98729.1 Nenhuma similaridade
XP_014176328.1 174 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014176348.1 141 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014176353.1 274 COB: 87%;1ID: 37%; AC:XP_018995437.1  Nenhuma similaridade
XP 014176478.1 575 COB: 90%;ID: 35%; AC: ODN77362.1 Nenhuma similaridade
XP _014176505.1 210 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014176506.1 177 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014176635.1 441 COB: 76%;ID: 23%; AC:XP_018997736.1 Nenhuma similaridade
XP 014176693.1 247 COB: 39%;1ID: 29%; AC:ODN81260.1 Nenhuma similaridade
XP_014176735.1 159 COB 27%;ID: 42%; AC: XP_567661.1 Nenhuma similaridade
COB: 7%; ID: 50%;
XP _014176779.1 193 COB: 86%.; ID: 37%; AC: ODN88215.1 AC: YP_004927430.1
XP _014176811.1 220 COB: 50%;1D:35%; AC:0ODN92570.1 Nenhuma similaridade
XP 014176823.1 257 COB: 89%;ID: 27%;AC:XP_01899404.1 Nenhuma similaridade
XP_014176825.1 129 COB: 25%;ID: 45%;AC:0XH41592.1 Nenhuma similaridade
XP _014176909.1 93 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014176950.1 238 COB: 11%;ID: 52%; AC: OXH31313.1 Nenhuma similaridade
XP 014176974.1 223 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014177134.1 182 COB: 38%;ID: 41%; AC:XP_018995335.1 Nenhuma similaridade
XP _014177212.1 212 COB: 71%;ID: 60%; AC:KIR48896.1 Nenhuma similaridade
COB: 31%; ID: 24%,;

XP _014177230.1 311 Nenhuma similaridade AC:YP_004927950.1

XP 014177266.1 239 COB: 15%;1ID: 39%; AC:KIR85659.1 Nenhuma similaridade
XP 014177292.1 588 COB: 15%;ID: 25%;AC: KIS00984.1 Nenhuma similaridade
XP 014177385.1 362 COB: 70%; ID: 34%; AC: 0D0O02257.1 Nenhuma similaridade
XP_014177639.1 555 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014177675.1 165 COB: 96%;ID: 50%; AC: 0XB33482.1 Nenhuma similaridade
XP_014177718.1 408 COB: 95%; ID: 46%; AC:KIR58118.1 Nenhuma similaridade
XP 014177727.1 165 COB: 69%;ID: 30%; AC: 0XG13434.1 Nenhuma similaridade
XP_014177744.1 195 COB: 90%;ID: 23%;AC:0WZ59871.1 Nenhuma similaridade
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Tabela 2 - Similaridade entre 137 proteinas de 7. asahii e proteinas expressas por leveduras

dos géneros Cryptococcus spp. € Candida spp. (continuagdo)
Numero de
ID das proteinas | aminoacidos | Cryptococcus spp.* Candida spp #
XP_014177746.1 190 COB: 41%;1ID: 37%;AC:XP_018995335.1 Nenhuma similaridade
XP_014177748.1 229 COB: 65%; ID: 29%; AC:0WZ79279.1 Nenhuma similaridade
XP _014177861.1 439 COB: 92%;ID: 59%; AC: OWZ71116.1 Nenhuma similaridade
XP_014178037.1 560 COB: 79%; ID: 39%; AC:XP_774591.1 Nenhuma similaridade
XP_014178053.1 212 COB 55%;ID: 29%;AC:XP_018991293.1 Nenhuma similaridade
XP_014178171.1 260 COB: 26%:;ID: 32%;AC: 0XC83273.1 Nenhuma similaridade
XP_014178363.1 354 COB: 98%; ID: 48%;AC: XP_777863.1 Nenhuma similaridade
XP_014178376.1 141 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014178392.1 180 COB: 56%;ID: 32%; AC:0WZ80766.1 Nenhuma similaridade
XP 014178418.1 161 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014178437.1 305 COB: 39%;ID: 27%;AC:KGB75096.1 Nenhuma similaridade
XP 014178443.1 379 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014178513.1 141 COB: 96%;ID: 46%;AC: ODO04119.1 Nenhuma similaridade
XP 014178517.1 172 COB: 35%;ID: 33%;3;AC: KIR83673.1 Nenhuma similaridade
XP_014178537.1 553 COB: 83%;ID: 57%; AC: ODO11215.1 Nenhuma similaridade
XP_014178554.1 171 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014178646.1 370 COB: 97%;ID: 40%;AC:0WZ36045.1 Nenhuma similaridade
XP 014178918.1 426 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014178920.1 400 COB: 90%;ID:24%; AC:XP_003196324.1 Nenhuma similaridade
COB: 5%;ID: 34%;
XP_014178967.1 506 Nenhuma similaridade AC:ABN13679.1
COB: 7%; ID: 62%,;
XP_014179055.1 166 COB: 80%;ID: 31%;AC:KIR86642.1 AC:ANB45531.1
XP _014179061.1 182 COB: 45%;1ID: 27%;AC:OWZ61522.1 Nenhuma similaridade
XP_014179066.1 231 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014179069.1 232 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014179124.1 362 COB: 98%;ID: 49%; AC: OD0O02121.1 Nenhuma similaridade
XP 014179129.1 107 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP _014179250.1 258 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014179266.1 190 COB: 32%; ID: 29%;AC: 0XG20388.1 Nenhuma similaridade
COB: 5%;ID: 58%; AC:
XP_014179308.1 208 Nenhuma similaridade YP_008474897.1
XP_014179371.1 322 COB 99%;ID: 26%;AC: ODN89306.1 Nenhuma similaridade
XP _014179404.1 449 COB: 55%;ID: 37%;AC: OWT40365.1 Nenhuma similaridade
XP 014179418.1 350 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014179627.1 870 COB: 56%;ID: 20%;AC:XP_018995948.1 Nenhuma similaridade
COB: 12%;ID: 28%:;AC:
XP_014179635.1 283 COB: 85%;ID: 33%;AC: ODN97136.1 AGH15915.1
XP 014179837.1 187 COB: 62%;ID: 44%; AC: ODN89407.1 Nenhuma similaridade
XP_014179997.1 255 COB: 47%;ID: 53%;AC: 0XB33819.1 Nenhuma similaridade
XP _014180075.1 315 COB:91%;ID: 34%; AC:0DO08083.1 Nenhuma similaridade
XP_014180166.1 374 COB: 98%;ID: 40% AC:0ODN94488.1 Nenhuma similaridade
XP _014180223.1 149 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade



Tabela 2 - Similaridade entre 137 proteinas de 7. asahii e proteinas expressas por leveduras

dos géneros Cryptococcus spp. € Candida spp.

(continuagio)

ID das proteinas

Numero de
aminoacidos

Cryptococcus spp.*

Candida spp #

XP_014180225.1
XP_014180252.1
XP_014180263.1
XP_014180282.1
XP_014180283.1
XP_014180326.1
XP_014180354.1
XP_014180398.1

XP_014180455.1
XP_014180521.1
XP_014180524.1
XP_014180526.1
XP_014180564.1
XP_014180571.1
XP_014180616.1
XP_014180666.1
XP_014180838.1
XP_014180841.1
XP_014180861.1
XP_014180898.1
XP_014180925.1
XP_014180970.1
XP_014180972.1
XP_014180978.1
XP_014181003.1
XP_014181018.1
XP_014181030.1

XP_014181046.1
XP 014181060.1
XP 014181235.1
XP_014181306.1
XP_014181413.1
XP_014181423.1
XP 014181426.1
XP 014181502.1
XP_014181713.1
XP_014181856.1
XP 014181858.1
XP_014181867.1
XP_014181879.1

127
101
72
136
303
265
261
447

429
119
229
193
658
176
445
690
266
353
197
519
273
89
84
170
404
582
210

1004
145
171
238
212
161
135
408
517
168
449
405
211

Nenhuma similaridade

COB: 44%;ID: 29%;AC:KIR36140.1
Nenhuma similaridade

COB: 98%;ID: 35%; AC:XP_570446.1
COB: 87%;ID: 31%;AC:KGB75096.1
COB: 36%;1ID: 32%; AC:KIR86040.1
Nenhuma similaridade

COB: 99%;ID: 52%; AC:ODN85334.1

COB: 83%;ID: 31%;AC:KI1Y33802.1
COB: 36%; ID: 41%;AC:0ODN92312.1
Nenhuma similaridade

COB 86%;ID: 48%; AC:XP _018992815.1
COB: 90%;ID: 53% AC:0XB34126.1
COB: 93%;ID: 28%; AC:XP_018996804.1
COB: 82%; ID: 57%;AC: KIR89311.1
COB: 98%;ID: 56%; AC: KIR69350.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 85%;ID: 27%; AC: OXH60571.1
COB: 97%;1ID: 29%; AC:XP_018992272.1
COB: 19%;ID: 35%;AC: XP_ 776218.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 100%;ID: 60%;AC:XP_018989879.1

COB: 98%;ID: 58%;:;AC:0D002121.1
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
COB: 10%;ID: 41%;AC: OXH42788.1

COB: 65%;ID: 24%; AC: XP_018991291.1

Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade

COB: 81%;ID: 37%; AC: KIR35180.1
COB: 79%;ID: 46%;AC:XP_012048071.1
Nenhuma similaridade

COB: 49%;ID: 40%; AC:0OWZ35950.1
COB: 51%;ID: 36%;AC:XP_018996811.1

Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade
COB:4%;ID: 53%;
AC:AFO11461.1

Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade
COB: 2%;ID: 41%;
AC:YP_004927414.1

Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade
Nenhuma similaridade

Nenhuma similaridade
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Tabela 2 - Similaridade entre 137 proteinas de 7. asahii e proteinas expressas por leveduras

(conclusio).

dos géneros Cryptococcus spp. € Candida spp.

Numero de

ID das proteinas | aminodcidos | Cryptococcus spp.* Candida spp #

COB: 10%;ID: 27%;
XP_014182274.1 639 Nenhuma similaridade AC:CDX09892.1
XP _014182302.1 414 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014182356.1 128 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014182455.1 216 COB: 83%;ID: 31%; AC:KIR83794.1 Nenhuma similaridade
XP_014182498.1 510 COB: 98%;ID: 30%;AC: KIR86448.1 Nenhuma similaridade
XP_014182561.1 173 COB: 91%;ID: 31%; AC: OXH60571.1 Nenhuma similaridade
XP 014182566.1 433 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014182748.1 468 COB: 83%;ID: 41%;AC: XP_ 567580.1 Nenhuma similaridade

COB: 9%:;ID: 35%,;
XP_014182913.1 281 Nenhuma similaridade AC:BAG16273.1
XP_014183128.1 228 COB: 22%;ID: 33%;AC:XP_018988642.1 Nenhuma similaridade
XP 014183141.1 256 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014183178.1 319 COB: 39%:;ID: 37%; AC:0XC63620.1 Nenhuma similaridade
XP_014183263.1 474 COB: 93%;ID: 45%; AC:0D007950.1 Nenhuma similaridade
XP_014183286.1 343 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014183329.1 132 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade

COB:2%:;ID: 52%;
XP 014183589.1 875 Nenhuma similaridade AC:AFN89654.1
XP_014183605.1 491 COB: 96%;ID: 43%;AC:XP_018998084.1 Nenhuma similaridade
XP_014183618.1 221 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014183663.1 663 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014183737.1 575 COB: 9%:; ID: 45%; AC:0D007963.1 Nenhuma similaridade
XP_014184003.1 169 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014184004.1 131 COB: 98%;ID: 58%;AC:0ODN96131.1 Nenhuma similaridade
XP_014184010.1 180 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP_014184029.1 452 COB: 21%; ID: 36%; AC:ODN91132.1 Nenhuma similaridade
XP_014184061.1 636 COB: 56%;ID: 46%; AC:0D003829.1 Nenhuma similaridade
XP_014184219.1 383 Nenhuma similaridade Nenhuma similaridade
XP 014184258.1 319 COB: 14%;ID: 33%;AC: OWZ46746.1 Nenhuma similaridade

*Em negrito estdo destacadas as proteinas que obtiveram similaridade com o género Cryptococcus spp.; # tarjado
em cinza estdo destacadas as que possuiam similaridade com Candida spp. COB: cobertura; ID: identidade; AC:

acesso.

Fonte: Da autora.

5.5 SELECOES DAS PROTEINAS COM SIMILARIDADE COM GENEROS
CRYPTOCOCCUS SPP. E CANDIDA SPP.

Afim de se estabelecer um ponto de corte para as futuras andlises, foram propostos 2
critérios de selecdo para o estudo das proteinas com protecao cruzada para leveduras: (i) foram

selecionadas a partir desse passo apenas as proteinas que possuiam cobertura e identidade >
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50% entre proteinas de T.asahii e Cryptococcus spp. € T. asahii e Candida spp., e (ii) foram

selecionadas as proteinas que possuiam caracterizacdo funcional (nome).

Através dos critérios, foi verificado que nenhuma proteina de 7. asahii possuia

similaridade > 50% com as de Candida spp., uma vez que o valor maximo encontrado foi 31%

de cobertura. Portanto, essas proteinas foram excluidas das analises posteriores. Ja para o

género Cryptococcus spp., das 82 proteinas de 7. asahii que possuiam alguma similaridade com

Cryptococcus spp., 11 delas obtiveram cobertura e similaridade > 50% (Tabela 3). Destas,

apenas 5 possuiam caracterizagdo funcional, sendo estas as selecionadas para as analises de

protecdo cruzada.

Tabela 3 - Proteinas com cobertura e identidade com o género Cryptococcus spp. > 50%.

Numero de | Caracterizacao funcional

ID das proteinas | aminodcidos predita* BLASTp com proteinas do género Cryptococcus spp.

XP_014180978.1 170 Major allergen Asp F2 COB: 100%; ID:60%; AC: XP_018989879.1

XP_014180398.1 447 Alpha-1,3-glucanase COB: 99%; ID: 52%; AC:ODN85334.1

XP_014180666.1 690 Glyoxal oxidase precursor COB: 98%; ID: 56%; AC: KIR69350.1
Chitin deacetylase-like

XP_014180616.1 445 mannoprotein MP98 COB: 82%;ID: 57%;AC: KIR89311.1

XP 014181003.1 404 Glycoprotein COB: 98%; ID: 58%;AC: ODO02121.1
hypothetical protein

XP_014184004.1 131 Al1Ql1 01318 COB: 98%;ID: 58%; AC: ODN96131.1
hypothetical protein

XP_014177212.1 212 A1Q1 04930 COB: 71%; ID: 60%; AC: KIR48896.1
hypothetical protein

XP 014177675.1 165 A1Q1 05523 COB: 96%; ID: 50%; AC: OXB33482.1
hypothetical protein

XP 014177861.1 439 A1Q1 04009 COB: 92%; ID: 59%; AC:OWZ71116.1
hypothetical protein

XP 014178537.1 553 A1Q1 04824 COB: 83%; ID: 52%; AC:0DO11215.1
hypothetical protein

XP 014180564.1 658 Al1Q1 02144 COB: 90%; ID: 53%; AC: OXB34126.1

*Em negrito estdo destacadas as proteinas que obtiveram similaridade >50% e caracterizacdo funcional.COB:
cobertura; ID: identidade, AC: acesso.

Fonte: Da autora.
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5.6 SELECAO DAS PROTEINAS QUE NAO OBTIVERAM SIMILARIDADE COM
PROTEINAS DOS GENEROS CRYPTOCOCCUS SPP. E CANDIDA SPP.

Na etapa anterior, na qual 137 proteinas foram selecionadas, 93 obtiveram alguma
similaridade com os géneros analisados (82 de Crypotococcus spp. € 11 de Candida spp., sendo
4 comuns em ambos os géneros), restando para esta etapa 44 proteinas, que foram analisadas

separadamente a fim de se determinar possiveis candidatos vacinais apenas para 7. asahii.

A Tabela 4 resume as 44 proteinas que nao obtiveram similaridade com aquelas do
género Cryptococcus spp. € Candida spp. e nem com proteinas humanas (Homo sapiens). Para
selecionar proteinas que poderiam conferir prote¢do apenas contra 7. asahii, foram
consideradas apenas as proteinas que possuiam caracterizagao funcional por ontologia génica
com alguma proteina conhecida, anotada no proteoma de 7. asahii. Desta forma, das 48
proteinas, apenas 3 possuiam caracterizagdo funcional, sendo estas selecionadas para as

proximas analises.

Tabela 4 - As 44 proteinas ausentes de similaridade com as proteinas dos géneros Cryptococcus

spp. € Candida spp. e com proteinas humanas (Homo sapiens).

(continua)

ID das proteinas Caracterizacao funcional das proteinas

XP_014176263.1
XP_014176328.1
XP_014176348.1
XP_014176505.1
XP_014176506.1
XP_014176909.1
XP_014176974.1
XP_014177639.1
XP_014178376.1
XP_014178418.1
XP 014178443.1
XP_014178554.1
XP_014178918.1
XP_014179066.1
XP_014179069.1
XP 014179129.1
XP 014179250.1
XP_014179418.1
XP 014180223.1

hypothetical protein A1Q1 05579
hypothetical protein A1Q1_05644
hypothetical protein A1Q1 05664
hypothetical protein A1Q1 05821
hypothetical protein A1Q1_05822
hypothetical protein A1Q1_06225
hypothetical protein A1Q1_06385
hypothetical protein A1Q1 05432
hypothetical protein A1Q1 04663
hypothetical protein A1Q1_04705
hypothetical protein A1Q1 04730
hypothetical protein A1Q1 04841
hypothetical protein A1Q1_ 03693
hypothetical protein A1Q1 03311
hypothetical protein A1Q1_03314
hypothetical protein A1Q1 03201
hypothetical protein A1Q1 02513

Curculin domain protein (mannose-binding) lectin*

hypothetical protein A1Q1 01709



Cryptococcus spp. € Candida spp. e com proteinas humanas (Homo sapiens).

ID das proteinas

Caracterizacdo funcional das proteinas

XP 014180224.1
XP_014180225.1
XP_014180263.1
XP_014180354.1
XP_014180524.1
XP_014180838.1
XP 014180841.1
XP_014180970.1
XP_014180972.1
XP_014181018.1
XP_014181030.1
XP 014181060.1
XP_014181235.1
XP 014181306.1
XP 014181426.1
XP_014181502.1
XP 014181858.1
XP_014181888.1
XP_014182302.1
XP 014182356.1
XP_014182566.1
XP 014183141.1
XP 014183286.1
XP_014183329.1
XP_014183618.1
XP_014183663.1
XP_014184003.1
XP 014184010.1
XP 014184219.1

hypothetical protein A1Q1 01710
hypothetical protein A1Q1 01711
hypothetical protein A1Q1_01749
hypothetical protein A1Q1 01871
hypothetical protein A1Q1 02041
hypothetical protein A1Q1 01082
hypothetical protein A1Q1 01085
hypothetical protein A1Q1_01050
hypothetical protein A1Q1 01052
hypothetical protein A1Q1_00920
hypothetical protein A1Q1_00932
hypothetical protein A1Q1 00962
hypothetical protein A1Q1_00860
hypothetical protein A1Q1 00516
hypothetical protein A1Q1 00636
hypothetical protein A1Q1_00378
hypothetical protein A1Q1 08236
hypothetical protein A1Q1_08266
hypothetical protein A1Q1_ 07815
hypothetical protein A1Q1 07897
hypothetical protein A1Q1_06842
hypothetical protein A1Q1 07430
hypothetical protein A1Q1 06762
hypothetical protein A1Q1_06250
Cutinase*
hypothetical protein A1Q1 03098
hypothetical protein A1Q1 01317
hypothetical protein A1Q1 01324

Beta-1,3-mannanase*

(conclusio).
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Tabela 4 - As 44 proteinas ausentes de similaridade com as proteinas dos géneros

*Em negrito estdo destacadas as proteinas que possuiam caracterizagdo funcional anotadas no proteoma predito

de T. asahii.

Fonte: Da autora.

5.7 MAPEAMENTO DOS EPITOPOS DAS PROTEINAS SELECIONADAS

Nas etapas anteriores foram selecionadas ao todo 8 proteinas, que podem ser candidatos

a vacinas fungicas indutoras de prote¢ao cruzada entre 7. asahii e o género Cryptococcus Spp.

(5 proteinas), ou que podem ser candidatos vacinais exclusivos contra 7. asahii (3 proteinas).
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Foi possivel observar que as proteinas selecionadas possuem epitopos com potencial de
ligacdo ao MHC II. A Tabela 5 apresenta o nimero de epitopos preditos com potencial de
ligacdo ao MHC 1I e a quantidade de alelos, nos quais os epitopos das protéinas analisadas

podem se ligar.

Tabela 5 - Predig¢do de epitopos com potencial de ligacdo ao MHC II presentes nas 8 proteinas
selecionadas para protecao cruzada entre 7. asahii e o género Cryptococcus spp. € protecao

exclusiva contra 7. asahii.

ID das proteinas Numero de Caracterizagdo | Numero de Variagdo do
aminoacidos Funcional epitoposde | numero de alelos do
MHC I MHC I
XP _014180978.1 170 Major allergen 26 1a20
Asp F2
XP_014180398.1 447 Alpha-1,3- 68 l1a22
glucanase
XP_014180666.1 690 Glyoxal oxidase 103 1a20
precursor
XP 014180616.1 445 63 1a22
Chitin

deacetylase-like
mannoprotein

MP9IS
XP 014181003.1 404 Glycoprotein 57 1a20
XP 014179418.1 350 Curculin 54 la2l
domain protein
(mannose-

binding) lectin

XP_014183618.1 221 Cutinase 33 l1a22
XP_014184219.1 383 Beta-1,3- 57 1a18
mannanase

Fonte: Da autora.

5.8 ANALISE DOS EPITOPOS COM LIGACAO AO MHC II NO VAXIJEN V2.0

Apos a predicdo de ligagdo dos epitopos das 8 proteinas aos alelos do MHC 11, foram
feitas novas predi¢cdes no programa VaxiJen v2.0 para avaliar quais destes epitopos pode ser
considerados imunogénicos. Os epitopos com valor igual ou maior ao ponto de corte

estabelecido (> 0,5) foram selecionados para a proxima etapa. A Tabela 6 resume a quantidade



55

de epitopos que se ligaram aos alelos do MHC e foram preditos como imunogénicos no VaxiJen

v2.0.



Tabela 6 - Predi¢cdo dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC 11

56

(continua)

Caracterizagao funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)

Major allergen Asp F2 18/26 (69,2%) 1 6 20 LLTLGAAASASAGPI 1.081
2 11 25 AAASASAGPILIPRE 0.787

3 24 38 RELKEYSADVELHSS 2.211

4 32 46 DVELHSSCNATQQRM 1.078

5 37 51 SSCNATQQRMLKQAL 0.559

6 43 57 QQRMLKQALGEMNEV 1.324

7 49 64 QALGEMNEVTSFAIE 1.648

8 54 68 MNEVTSFAIEYLEHN 0.674

9 65 79 LEHNGAQDQVFTTYF 1.092

10 70 84 AQDQVFTTYFGTEPE 2.239

11 75 89 FTTYFGTEPEAYPTV 1.822

12 80 94 GTEPEAYPTVIGAYK 0.841

13 85 99 AYPTVIGAYKALLSA 1.167
14 90 104 IGAYKALLSANKKGV 0.7802

15 118 132 DGWRGHYRGENATTE 1.228

16 123 137 HYRGENATTETVICD 0.604

17 148 162 AFCMFGFQLAKDKPS 1.274

18 156 170 LAKDKPSTYWSIDLM 1.192

Alpha-1,3-glucanase 38/68 (55,8%) 1 12 26 LAAATVVSAAPHIDP 1.351
2 17 31 VVSAAPHIDPRHKLH 0.832

3 33 47 RATIDSKTREVFAHF 0.791

4 53 67 PAYTQDDWVIDMELA 2.192

5 58 72 DDWVIDMELAQHYGI 3.152



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuagao)

Caracterizacao funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v2.0
namero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC II
(% de imunogénicos)
6 65 79 ELAQHYGIDGFALNV 2.850
7 70 84 YGIDGFALNVGADSW 2.319
8 94 108 AAAQRVGNFSNFLSF 1.481
9 99 113 VGNFSNFLSFDFNWY 3.297
10 104 118 NFLSFDFNWYNESST 1.544
11 109 123 DFNWYNESSTKEIAE 1.091
12 115 129 ESSTKEIAELVKKYA 1.227
13 123 137 ELVKKYADHPNQLRV 1.770
14 132 146 PNQLRVDDKPFVSTF 1.251
15 147 161 VGDGFNWTHVEELVG 0.877
16 153 167 WTHVEELVGHQIYAV 1.938
17 160 174 VGHQIYAVPCWRETK 0.823
18 171 185 RETKENAANPNVEGL 0.507
19 176 190 NAANPNVEGLMSWAA 0.841
20 181 195 NVEGLMSWAAWPGQA 0.853
21 186 200 MSWAAWPGQANNNTP 0.589
22 204 218 PLSGDLDIQYMQDLQ 2.694
23 209 223 LDIQYMQDLQAKPYM 1.495



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuagao)

Caracterizacao funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v2.0
namero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC II
(% de imunogénicos)

24 214 228 MQDLQAKPYMAPVSP 1.087

25 221 235 PYMAPVSPWFSTHFG 1.787

26 226 240 VSPWFSTHFGKDVAW 1.307

27 233 247 HFGKDVAWSKNWIFK 2.012

28 243 257 NWIFKSEDLWTYRWY 1.157

29 248 262 SEDLWTYRWYQMLQL 1.028

30 274 288 DYGESHYVGPYNQPH 1.209

31 322 336 DPVVEEDKLVYWFRP 0.559

33 371 385 NGAKIVVQSGKDTPF 0.894

34 394 408 HTFKHKMAPGVQQFL 0.896

35 399 413 KMAPGVQQFLIETDA 1.720

52 652 666 KPQVAVADPNKAAVK 1.039

53 659 673 DPNKAAVKSGAGNLS 0.838

54 664 678 AVKSGAGNLSSPILF 0.709

Chitin deacetylase-like 39/63 (61%) 1 11 25 ILGAVSAHTGCGGHE 1.175

mannoprotein MP98

2 18 32 HTGCGGHEIGARNLG 2.227

3 23 37 GHEIGARNLGGRVIS 1.832



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuag¢io)

Caracterizacao funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
4 28 42 ARNLGGRVISKRQVA 1.762
5 34 48 RVISKRQVADNVEDV 0.596
6 58 72 EPAAKITKEYPVAWQ 1.9217
7 89 103 QINKTLGEKFANIPV 0.511
8 94 108 LGEKFANIPVRPAEG 0.705
9 99 113 ANIPVRPAEGTEGND 1.727
10 158 172 CSHNALYNFLGKENQ 0.640
11 164 178 YNFLGKENQRATMFF 0.622
12 179 193 IGSNVIDWPVQAIRA 0.676
13 184 198 IDWPVQAIRAKTDGH 1.039
14 194 208 KTDGHEICIHTWSHA 2.348
15 199 213 EICIHTWSHAKMTSV 0.989
16 205 219 WSHAKMTSVSSEQAF 1.109
17 210 224 MTSVSSEQAFAELYY 0.686
18 240 254 WRPPYGDVDNRIRAI 0.784
19 245 259 GDVDNRIRATAQHMN 1.087
20 250 264 RIRAIAQHMNLTNIV 1.162
21 270 284 FDWQIGTNGVTQETV 1.494



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuago)

Caracterizacdo Funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
22 279 293 VTQETVAGNYQKVID 2.093
23 284 298 VAGNYQKVIDKAKNG 0.679
24 310 324 HEINNNTMSELIAQY 0.623
25 315 329 NTMSELIAQYPKIKE 0.696
26 338 352 NVGYNITHPYAEEDY 0.895
27 348 362 AEEDYFYPNFEQYVA 0.783
28 353 367 FYPNFEQYVAGTRNY 1.938
29 358 372 EQYVAGTRNYSSTPI 0.956
30 363 377 GTRNYSSTPIDGVQP 0.512
31 368 382 SSTPIDGVQPSSSAS 0.768
32 374 388 GVQPSSSASGSAGAS 2.086
33 381 395 ASGSAGASGSAGATG 3.255
34 389 403 GSAGATGGAGAASGS 2.660
35 397 411 AGAASGSGSASAGGA 2.008
36 403 417 SGSASAGGATKSGAS 1.743
37 420 434 QKNSGAVQNAVAGSL 0.561
38 425 439 AVQNAVAGSLAAVGA 1.474
39 431 445 AGSLAAVGAALALLA 1.525



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuagdo)

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do pepideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
Glycoprotein 28/57 (49,1%) 1 6 20 AAALLASSGVSAQVT 0.570
2 11 25 ASSGVSAQVTAAFPN 1.055
3 40 54 AQVNQTSLSRLLSLN 1.928
4 136 150 HGAKNLGNPIGGNVT 2.712
5 142 156 GNPIGGNVTTNLATG 2.703
6 147 161 GNVTTNLATGEDVFY 1.441
7 152 166 NLATGEDVFYEEWMS 1.205
8 157 171 EDVFYEEWMSFISFD 0.925
9 163 177 EWMSFISFDQFCLRI 1.127
10 168 182 ISFDQFCLRICTAEV 2.025
11 173 187 FCLRICTAEVNGTTT 2.415
12 179 193 TAEVNGTTTALQCEH 1.671
13 184 198 GTTTALQCEHELDIM 0.836
14 193 207 HELDIMGCRWVMAIT 2.211
15 200 214 CRWVMAITDFEASRT 1.610
16 205 219 AITDFEASRTTGFTE 1.426
17 213 227 RTTGFTECDGEIAMA 1.083
18 277 291 SNCKTYSTISNGVDM 1.007



Tabela 6 - Predi¢cdo dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC 1L
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(continuago)

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
19 285 299 ISNGVDMKDLMVKAA 0.529
20 311 325 VTGLPSTTPATVTTP 0.647
21 328 342 VPPSVTPTSAGAGSS 0.782
22 348 362 DGGKDGASSDSAAAG 1.494
23 353 367 GASSDSAAAGAETTK 1.750
24 364 378 ETTKNGDSAAAGKPA 1.766
25 370 384 DSAAAGKPAGGAGAL 1.284
26 375 389 GKPAGGAGALSAPAL 2.044
27 385 399 SAPALLASVCGVALG 1.514
28 390 404 LASVCGVALGALALL 1.261
Curculin domain protein 43/54 (79,6%) 0.599
(mannose-binding) lectin 1 8 22 TLIAPLAALSALAAP
2 30 44 ATRDEADVIVGRALA 1.669
3 35 49 ADVIVGRALASVDPS 1.341
4 40 54 GRALASVDPSTTSVT 0.981
5 46 60 VDPSTTSVTDIEREI 1.146
6 56 70 IEREISRVEVGAHAL 0.940
7 61 75 SRVEVGAHALAARDV 1.422



Tabela 6 - Predi¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(continuagao)

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
8 66 80 GAHALAARDVGKDAF 0.824
9 72 86 ARDVGKDAFVTANSG 1.589
10 77 91 KDAFVTANSGIHSIQ 0.568
11 85 99 SGIHSIQCLQYLLTA 0.867
12 90 104 IQCLQYLLTARGFRT 0.800
13 95 109 YLLTARGFRTDRDGI 0.910
14 109 123 ILGADTIAQIKAFQK 0.986
15 114 128 TIAQIKAFQKSKGLT 0.722
16 119 133 KAFQKSKGLTVDGSA 1.794
17 127 141 LTVDGSAGPATLSAL 1.191
18 132 146 SAGPATLSALIALVE 0.567
19 137 151 TLSALIALVESGDTG 0.626
20 145 159 VESGDTGVFAKAAQK 0.518
21 156 170 AAQKGLNKFGAKLEI 1.527
22 165 179 GAKLEIDGIFGASSV 0.516
23 175 189 GASSVAATKKLQTAN 1.777
24 182 196 TKKLQTANGLTASGK 1.926
25 190 204 GLTASGKVGGSTWSL 2314



Tabela 6 - Predig¢ao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC I1.
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(continuagao)

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
26 195 209 GKVGGSTWSLFFGGA 0.888
27 207 221 GGAGKVAADCDNVKA 1.544
28 212 226 VAADCDNVKASVAKS 1.365
29 217 231 DNVKASVAKSATTLV 1.232
30 222 236 SVAKSATTLVGDFRV 2.184
31 227 241 ATTLVGDFRVHKCLA 2.124
32 235 249 RVHKCLASNLKAMLA 1.771
33 240 254 LASNLKAMLAAAKAD 1.344
34 245 259 KAMLAAAKADGVTLS 1.245
35 261 275 RSSYRSTEEQIAIRK 0.890
36 269 283 EQIAIRKQYCGTTHY 2.275
37 274 288 RKQYCGTTHYDIYEK 1.098
38 301 315 GTTRHERGLAIDFLN 2.071
39 310 324 AIDFLNCRDTTACFK 1.833
40 316 330 CRDTTACFKWLSAHA 0.566
41 321 335 ACFKWLSAHAAKYHF 1.237
42 326 340 LSAHAAKYHFKNYPP 1.170
43 331 345 AKYHFKNYPPENWHW 1.241



Tabela 6 - Predi¢cdo dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC 11
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(continuago)

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
Cutinase 19/33 (60,6%) 1 24 38 DERQLLSSTRNDLEN 1.002
2 54 68 ASTEIGNMGASAGPS 1.373
3 59 73 GNMGASAGPSVASGL 1.568
4 64 78 SAGPSVASGLDSRFG 2.373
5 69 83 VASGLDSRFGDVWVQ 0.855
6 84 98 GVGGPYTAGLAENFL 0.798
7 105 119 AAIDEAKRLFTMANT 0.951
8 110 124 AKRLFTMANTKCPNT 1.437
9 116 130 MANTKCPNTPIVAGG 1.123
10 126 140 IVAGGYSQGTAVMSN 1.121
11 131 145 YSQGTAVMSNAVSEL 0.663
12 136 150 AVMSNAVSELSATIK 0.541
13 153 167 VKGVVLFGYTKNLQN 0.794
14 172 186 PNFPSSKTKVYCAAT 1.583
15 177 191 SKTKVYCAATDAVCF 0.859
16 186 200 TDAVCFGTLFILPAH 0.924
17 197 211 LPAHFLYTTDASISA 1.446
18 202 216 LYTTDASISAPIWLA 1.398



Tabela 6 - Predi¢cdo dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC 11
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Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11
(% de imunogénicos)
19 207 221 ASISAPIWLARQINA 1.096
Beta-1,3-mannanase 30/57 (54,3%) 1 12 26 WAATVSAQSLKSWAG 2.443
2 21 35 LKSWAGTNSYFLQSL 1.724
3 27 41 TNSYFLQSLDDGQQV 1.204
4 36 50 DDGQQVKHIQDLAAL 1.505
5 50 64 LGVKAIRLWVREQLS 0.784
6 63 77 LSHCEKGSVRGQTCR 0.710
7 81 95 NQEFGGVGRYDPVTM 1.285
8 100 114 KTLLNIQTHGKGMKV 1.893
9 105 119 IQTHGKGMKVIISPH 3.541
10 110 124 KGMKVIISPHDSNSV 2.038
11 115 129 IISPHDSNSVQNSYT 0.546
12 121 135 SNSVONSYTLKYPQN 1.229
13 126 140 NSYTLKYPQNDFYHN 0.556
14 145 159 ADYDNRLKYIMEYQG 0.827
15 150 164 RLKYIMEYQGQYMKR 0.758
16 158 172 QGQYMKRPWKDLHDL 1.333



Tabela 6 - Predicao dos epitopos imunogénicos que se ligaram aos alelos do MHC II.
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(conclusdo).

Caracterizacdo funcional Epitopos imunogénicos/ Numero de Inicio do peptideo Fim do peptideo Sequéncia VaxiJen v.2.0
numero de epitopos sequéncia
ligados ao MHC 11

(% de imunogénicos)
17 163 177 KRPWKDLHDLIIAFD 1.616
18 168 182 DLHDLIIAFDVQNEP 0.728
19 173 187 IHAFDVQNEPLLAYK 1.166
20 211 225 NMRKILGADNPIKIA 3.267
21 216 230 LGADNPIKIASGGIG 1.675
22 221 235 PIKIASGGIGGDANN 1.744
23 242 256 DAMKCPDLDVIALHI 1.482
24 247 261 PDLDVIALHIYPDRN 2.203
25 256 270 IYPDRNGGGIEKHFA 1.397
26 267 281 KHFADWSKQGGGGKL 2.407
27 303 317 DPNVKDWDVPAAFKA 1.433
28 308 322 DWDVPAAFKASAEKL 0.822
29 357 371 ITQKKVDFAGPMKAA 1.167
30 362 376 VDFAGPMKAAADANL 1.8674

Fonte: Da autora.
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5.9 MODELAGEM MOLECULAR PROTEICA

Na andlise de selecdo dos templates pelo PSI-BLAST, para serem utilizados na
modelagem por homologia, apenas 3 das 8 proteinas tiveram uma taxa de identidade > 40%.
Estas sdo a Alpha-1,3-glucanase, com similaridade de 42%, a Glycoprotein, com 42% e a
Cutinase, com 72%. As demais proteinas ndo possuiam templates confidveis para geragao de
modelos homologos em formatos tridimensionais, que seriam construidos de forma incompleta

como mostra a Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da analise no PSI-BLAST para a busca de femplates para modelagem por
homologia.

Proteinas Identidade maxima
Major allergen Asp F2 37%
Alpha-1,3-glucanase 42%
Glyoxal oxidase precursor 25%
Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98 36%
Glycoprotein 42%
Curculin domain protein (mannose-binding) lectin 38%
Cutinase 2%
Beta-1,3-mannanase 39%

*A tarja cinza indica as proteinas que tiveram uma identidade > 40%.

Fonte: Da autora.

Desta forma, optou-se por utilizar somente o método de modelagem Threading,
utilizando o software I-TASSER, para a modelagem das 8 proteinas. De acordo com o método
foram gerados 5 modelos de cada uma das proteinas ordenados pelos seus valores de C-score e
TM-score. Para todas as proteinas analisadas, os modelos mais confidveis foram os de numero
1, pois estes possuiam C-score mais alto e um TM-Score calculado apenas para estes primeiros
modelos, o que estd relacionado a acurdcia do modelo gerado. Sendo assim os primeiros
modelos para cada uma das 8 proteinas foram selecionados como os modelos hipotéticos mais
confidveis para remontagem da possivel estrutura tridimensional das proteinas em estudo. A

Tabela 8 resume os valores de C-score e TM-Score encontrados em cada proteina analisada.
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Tabela 8 - Parametros dos modelos ranqueados pelo software I-TASSER para as 8 proteinas.

(continua)
Caracterizag@o funcional Modelo C-score TM-Score
Major allergen Asp F2 1 -1.37 0.55+0.15
2 -2.38 -
3 -2.64 -
4 -3.37 -
5 -2.97 -
Alpha-1,3-glucanase 1 -1.60 0.52 +0.15
2 -1.70 -
3 -2.34 -
4 -2.58 -
5 -2.18 -
1 -2.09 0.57 +0.15
Glyoxal oxidase precursor
2 -2.36 -
3 -2.97 -
4 -3.33 -
5 -2.11 -
1 -2.54 0.42 +0.14
Chitin deacetylase-like mannoprotein
MP9I8
2 -3.52 -
3 -3.67 -
4 -3.54 -
5 -2.92 -
Glycoprotein 1 -2.20 0.45+0.15
2 -2.34 -
3 -2.32 -
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Tabela 8 - Parametros dos modelos ranqueados pelo software I-TASSER para as 8 proteinas.

(conclusio).
Caracterizagdo Funcional Modelo C-Score TM-Score
4 -3.08 -
5 -4.12 -
Curculin domain protein (mannose- 1 -3.03 0.37 +0.13
binding) lectin
2 -3.33 -
3 -4.45 -
4 -4.90 -
5 -4.95 -
Cutinase 1 0.53 0.78 + 0.09
2 -2.81 -
3 -3.70 -
4 -4.15 -
5 -4.44 -
Beta-1,3-mannanase 1 -0.69 0.63 +0.14
2 -1.07 -
3 -0.74 -
4 -1.30 -
5 -0.99 -

*0Os modelos destacados em negrito foram os selecionados para a préxima etapa.

Fonte: Da autora.

5.10 VISUALIZACAO E MAPEAMENTO DOS EPITOPOS IMUNOGENICOS DOS

MODELOS PROTEICOS

Para visualizagdo dos modelos gerados pelo software I-TASSER, os arquivos no

formato PDF da modelagem molecular das 8 proteinas de 7. asahii foram visualizados em
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formato tridimensional no sofiware VMD 1.9.3. Foi verificado que todas as proteinas
modeladas, independententemente de seu tamanho, apresentaram regides de a-hélice, folhas -

pregueada e presenga de coils que foram regides que ndo tiveram estruturas secundarias

definidas.



72

Figura 4 - Modelos 3D das estruturas proteicas para protecdo cruzada com destaque das
por¢des N-terminal e C-terminal destacadas em verde. A e B. Major allergen Asp F2, C e
D. Alpha-1,3-glucanase, E e F. Glyoxal oxidase precursor, G e H. Chitin deacetylase-like
mannoprotein MP98 e 1 e J. Glycoprotein. Em magenta: a-hélices, em amarelo: folhas [3-
pregueadas, em azul: regides que nao foram modeladas por completo.

Fonte: Da autora.
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Figura 5 - Modelos 3D das 3 estruturas proteicas para prote¢ao exclusiva contra 7. asahii, com
destaque das por¢des N terminal e C terminal destacadas em verde. A e B. Curculin domain
protein (mannose-binding) lectin, C e D. Cutinase ¢ E e F. Beta-1,3-mannanase. Em
magneta: a-hélices, em amarelo: folhas B-pregueadas, em azul: regides que ndo foram
modelados por completo.

Fonte: Da autora.

Com a modelgem molecular foi possivel observar as estrututas secundarias de cada uma
das 8 proteinas selecionadas. Foi possivel perceber que a proteinas Major allergen Asp F2
possui mais a-hélices (mangenta) do que as folhas B-pregueadas (amarela), ndo possuindo
nenhuma regido que teve alinhamento incompleto, ¢ evidente a presenca de coils

(branco)principalmente nas regides N e C terminal (verde) como mostra a Figura4 A e B
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J& para a proteina Alpha-1,3-glucanase, foi visto que esta também possui maior
quantidade de a-hélices (mangenta) do que as folhas B-pregueadas (amarela), porém existem
regides que tiveram o alinhamento incompleto (azul), foram identificados também varios

coils(branco), inclusive nas por¢des N e ¢ terminal (verde), como mostra a Figura4 C e D.

Na proteina Glyoxal oxidase precursor,foi possivel perceber que ao contrario das
descritas acimas, esta possui uma maior quantidade de folhas B-pregueadas (amarela) em
relacdo as a-hélices (mangenta) , possui também regides que tiveram o alinhamento incompleto
(azul), e presenca de coils na esturtuta tridimensional inteira assim como nas por¢des N e C

terminal (verde) como mostrado na Figura4 E e F.

Para Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98, foram encontradas mais a-hélices
(mangenta) do que folhas B-pregueadas (amarela), porém nas a-hélices foi visto maior
quantidade de regides com alinhamentos incompletos na regido N terminal (verde) ndo foi vista
a presenca de coils(branco) e sim de regides com a-hélices, ao contrario da regido C terminal
(verde), que teve presenca de coils assim como na estrutura inteira, como mostrado na Figura

4 GeH.

Na Glycoprotein, foi evidenciado uma menor quantidade regides secundarias em relagao
aos coils(branco), porém foi possivel perceber uma maior quantidade de a-hélices (mangenta)
com presenga de alinhamentos incompletos (azul), foi visto também que as por¢des N e C

terminal (verde) ndo tiveram suas estruturas secundarias modelada Figura4 I e J.

Nas modelagens das 3 proteinas com protecdo exclusiva para 7. asahii, foi possivel
evidenciar aque, a proteina Curculin domain protein (mannose-binding) lectin, teve maior
quantidade de a-hélices (mangenta) do que de folhas B-pregueadas (amarela), poucas regides
de alinhamento incompleto (azul) e presenga de coils em toda estrutura assim como nas por¢oes

N e C terminal (verde), como demonstrado na Figura 5 Al e A2.

Ja para a Cutinase foi observado que maior quantidade de a-hélices (mangenta) do que
de folhas B-pregueadas (amarela), menor presenca de coils (branco) em toda a estrutura proteica
em relacdo as regides secundarias e diferentemente das outras proteinas foi a inica que teve as
estruturas secundérias das porgdes e C terminal com estruturas secundarias o-hélices

modeladas, como mostrado na Figura 5 C e D.
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E para a proteina Beta-1,3-mannanase, foi evidenciado maior quantidade de a-hélices
do de folhas B-pregueadas (amarelo), presenga de regides incompletas (azul) e presenga de coils

(branco) em ambas a porgdes, como desmonstrado na Figura 5 E e F.

A partir dos modelos tridimensionais das proteinas de interesse, foi realizado o
mapeamento dos epitopos preditos como imunogénicos, buscando-se selecionar os potenciais

candidatos vacinais.

Foi evidenciado que na proteina Major allergen Asp F2, todos 18 epitopos preditos
como imunogénicos foram localizados do lado externo do modelo proteico, uma vez que a
proteina possui tamanho reduzido, apenas 170 aminoacidos, enquanto que as demais proteinas,
houve uma variagdono niumero de epitopos nas regides externas (Tabela 9). Na proteina Alpha-
1,3-glucanase, teve 38 epitopos imunogénicos, 23 foram preditos como externos. J& na proteina
Glyoxal oxidase precursor, de 54 epitopos imunogénicos, 40 sdo externos. Na proteina Chitin
deacetylase-like mannoprotein MP9S, foi observado que dos 39 epitopos imunogénicos, 29
foram localizados externamente a estrutura protéica. Para a Glycoprotein, foi evidenciado que
dos 28 epitopos imunogénicos, 22 foram preditos como externos. Para a proteina Curculin
domain protein (mannose-binding) lectin, foi visto que dos dos 43 epitopos imunogénicos, 37
foram localizados como externos. Para a Cutinase dos 20 epitopos imunogénicos 16 foram
preditos como externos e por fim para a proteina Beta-1,3-mannanase dos 31 epitopos

imunogénicos 18 foram localizados como externos.

Tabela 9 - Mapeamento dos epitopos imunogénicos nos modelos proteicos tridimensionais.

(continua)
Proteinas Inicio | Fim Sequéncia VaxiJen | Mapeamento Cobertura
v2.0 dos populacional %
epitopos — Alelos MHC 11
Major allergen 6 20 LLTLGAAASASAGPI 1.081 Externo 93.74%
Asp F2
11 25 AAASASAGPILIPRE 0.787 Externo 78.86%
24 38 RELKEYSADVELHSS 2.211 Externo 94.63%
32 46 DVELHSSCNATQQRM 1.078 Externo 80.70%
37 51 SSCNATQQRMLKQAL 0.559 Externo 82.37%
43 57 QQRMLKQALGEMNEV 1.324 Externo 96.25%
49 64 QALGEMNEVTSFAIE 1.648 Externo 94.61%
54 68 MNEVTSFAIEYLEHN 0.674 Externo 99.95%
65 79 LEHNGAQDQVFTTYF 1.092 Externo 56.45%
70 84 AQDQVFTTYFGTEPE 2.239 Externo 93.82%
75 89 FTTYFGTEPEAYPTV 1.822 Externo 99.12%
80 94 GTEPEAYPTVIGAYK 0.841 Externo 56.45%

85 99 AYPTVIGAYKALLSA 1.1673 Externo 99.97%



Tabela 9 - Mapeamento dos epitopos imunogénicos nos modelos proteicos. tridimensionais.

(continuago)

Proteinas Inicio | Fim Sequéncia VaxiJen | Mapeamento Cobertura
v2.0 dos populacional % —
epitopos Alelos MHC 11
90 104 IGAYKALLSANKKGV 1.167 Externo 95.50%
118 132 DGWRGHYRGENATTE 1.228 Externo 56.45%
123 137 HYRGENATTETVICD 0.604 Externo 61.47%
148 162 AFCMFGFQLAKDKPS 1.274 Externo 99.68%
156 170 LAKDKPSTYWSIDLM 1.192 Externo 89.03%
Alpha-1,3- 12 26 LAAATVVSAAPHIDP 1.351 Externo 95.06%
glucanase

17 31 VVSAAPHIDPRHKLH 0.832 Externo 65.98%
33 47 RATIDSKTREVFAHF 0.791 Externo 21.89%
53 67 PAYTQDDWVIDMELA 2.192 Externo 98.74%
58 72 DDWVIDMELAQHYGI 3.152 Interno 99.94%
65 79 ELAQHYGIDGFALNV 2.850 Interno 96.97%
70 84 YGIDGFALNVGADSW 2.319 Interno 93.99%
94 108 AAAQRVGNFSNFLSF 1.481 Interno 99.21%
99 113 VGNFSNFLSFDFNWY 3.297 Interno 99.31%
104 118 NFLSFDFNWYNESST 1.544 Externo 98.47%
109 123 DFNWYNESSTKEIAE 1.091 Externo 43.06%
115 129 ESSTKEIAELVKKYA 1.227 Externo 25.39%
123 137 ELVKKYADHPNQLRV 1.770 Externo 15.74%
132 146 PNQLRVDDKPFVSTF 1.251 Externo 27.79%
147 161 VGDGFNWTHVEELVG 0.877 Externo 99.53%
153 167 WTHVEELVGHQIYAV 1.938 Externo 99.22%
160 174 VGHQIYAVPCWRETK 0.823 Interno 99.36%
171 185 RETKENAANPNVEGL 0.507 Externo 56.45%
176 190 NAANPNVEGLMSWAA 0.841 Interno 77.32%
181 195 NVEGLMSWAAWPGQA 0.853 Interno 84.05%
186 200 MSWAAWPGQANNNTP 0.589 Externo 56.45%
204 218 PLSGDLDIQYMQDLQ 2.694 Externo 76.04%
209 223 LDIQYMQDLQAKPYM 1.495 Externo 98.82%
214 228 MQDLQAKPYMAPVSP 1.087 Interno 79.90%
221 235 PYMAPVSPWFSTHFG 1.787 Interno 79.09%
226 240 VSPWFSTHFGKDVAW 1.307 Interno 97.02%
233 247 HFGKDVAWSKNWIFK 2.012 Externo 98.75%
243 257 NWIFKSEDLWTYRWY 1.157 Interno 99.58%
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248 262 SEDLWTYRWYQMLQL 1.028 Interno 99.73%
274 288 DYGESHYVGPYNQPH 1.209 Interno 56.45%
322 336 DPVVEEDKLVYWEFRP 0.559 Externo 95.02%
332 346  YWFRPHLKTASCDAT 0.986 Interno 85.88%
371 385 NGAKIVVQSGKDTPF 0.894 Externo 78.40%
394 408 HTFKHKMAPGVQQFL 0.896 Externo 92.13%
399 413 KMAPGVQQFLIETDA 1.720 Externo 99.58%
404 418 VQQFLIETDAGKAAG 2.701 Externo 99.62%
409 423  IETDAGKAAGASNLT 2.385 Externo 74.36%
414 428  GKAAGASNLTVSDQC 0.626 Externo 74.36%
Glyoxal oxidase 20 34 TNRHRHLARQASAAA Externo 92.13%
precursor 0711

25 39 HLARQASAAAGSSAS 1.379 Externo 88.63%
30 44 ASAAAGSSASDVGQS 1.282 Externo 74.36%

36 50 SSASDVGQSTTISFL 1.669 Externo 0.00%
41 55 VGQSTTISFLDGDAV 1.183 Externo 97.99%
59 73 FVEKGDSGVSAQMMF 1.377 Interno 92.35%
64 78 DSGVSAQMMFLGTKN 1.190 Interno 90.21%
82 96 ILDKAENNSLQIGGH 0.974 Interno 17.82%
91 105 LQIGGHPAWGTKYDL 3.706 Externo 56.45%
101 115  TKYDLKSHEATPMAV 1.399 Externo 88.05%
108 122 HEATPMAVTSNTFCA 0.754 Externo 81.70%
123 137 GGLHVANGSWAVFGG 1.226 Interno 88.87%
129 143 NGSWAVFGGNQPVTH 2.289 Externo 64.09%
134 148 VFGGNQPVTHGGVAV 1.821 Externo 56.45%
151 165  KVQNPTGVNPYLNTD 1.603 Externo 56.45%
159 173 NPYLNTDGGEAVRVI 2.105 Interno 73.48%
188 202  PDLTMTGKRWYPTVE 0.628 Externo 41.16%
203 217 GLADGSVIVIGGDFN 1.696 Interno 74.36%
208 222 SVIVIGGDFNGGYVA 1.425 Interno 61.47%
214 228 GDFNGGYVAVKEQNN 0.893 Externo 78.86%
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272 286 AKKTILYDMDTRQEI 0.940 Externo 98.77%
277 291 LYDMDTRQEIPLPDM 1.295 Externo 17.84%
288 302 LPDMPYASRVYPASA 0.527 Externo 82.29%
301 315  SAAAAMLPLTPANNY 1.049 Interno 87.26%
309 323 LTPANNYTVELVFCG 1.775 Externo 93.65%
334 348 DGNPGYNVTAVPADN  (.893 Externo 89.32%
339 353 YNVTAVPADNTCVRI 0.801 Externo 77.32%
349 363 TCVRIRPDDPSPQYE 0.966 Externo 17.84%
368 382 LPEGRSMGSLVYLPD 1.641 Interno 77.32%
383 397 GTMWLGNGVKMGTG 0.954 Interno 89.66%
393 407 MGTAGYSDRNYSVGM 0.613 Externo 56.45%
398 412 YSDRNYSVGMSLGQN 2.813 Externo 85.99%
405 419  VGMSLGQNPIYTPVV 0.728 Externo 65.97%
415 429 YTPVVYNPNAPSGRR 1.570 Externo 88.22%
429 443 RFNRDGLGTSTQERM 0.804 Externo 56.45%
462 476 NPNPDVTMSLWPTKY 1.660 Externo 25.39%
467 481 VTMSLWPTKYSVEKW 1.312 Externo 95.73%
472 486 WPTKYSVEKWYPSWY 1.850 Interno 95.28%
498 512  ESLSYGGDAWSLTYN 2.172 Externo 61.47%
503 517 GGDAWSLTYNDASAD 1.188 Externo 61.33%
532 546 ~ THGMNFGQRYLELAT 0.614 Interno 97.98%
537 551 FGQRYLELATSTTVD 0.932 Interno 95.29%
553 567 DKNQIKVHVSQLPPN 1.009 Externo 59.34%
558 572 KVHVSQLPPNPNLFT 0.912 Externo 48.63%
588 602 EGEMVLIGNGQIGKQ 1.713 Interno 88.87%
596 610 NGQIGKQPVGPATVL 2.120 Externo 61.47%
601 615 KQPVGPATVLPQPEV 0.738 Externo 91.35%
624 638 SPSPSPKATPSAKLI 0.743 Externo 56.45%
629 643 PKATPSAKLIVEEES 1.143 Externo 94.55%
634 648 SAKLIVEEESPAVKE 1.320 Externo 93.45%
644 658 PAVKEAGNKPQVAVA  (.741 Externo 56.45%
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652 666 KPQVAVADPNKAAVK 1.039 Externo 64.21%

659 673 DPNKAAVKSGAGNLS 0.838 Externo 64.09%

664 678 AVKSGAGNLSSPILF 0.709 Externo 83.08%

Chitin 11 25 ILGAVSAHTGCGGHE 1.175 Externo 77.32%

deacetylase-like
mannoprotein
MPI98

18 32 HTGCGGHEIGARNLG 2227 Externo 56.45%

23 37 GHEIGARNLGGRVIS 1.832 Externo 63.30%

28 42 ARNLGGRVISKRQVA 1.762 Externo 67.50%

34 48 RVISKRQVADNVEDV 0.596 Externo 4.47%

58 72 EPAAKITKEYPVAWQ 1.9217 Interno 42.90%

89 103 QINKTLGEKFANIPV 0.511 Externo 96.77%

94 108 LGEKFANIPVRPAEG 0.705 Externo 92.13%

99 113 ANIPVRPAEGTEGND 1.727 Externo 56.45%

158 172 CSHNALYNFLGKENQ 0.640 Externo 93.80%

164 178 YNFLGKENQRATMFF 0.622 Interno 80.88%

179 193 IGSNVIDWPVQAIRA 0.676 Interno 96.00%

184 198 IDWPVQAIRAKTDGH 1.039 Externo 80.87%

194 208 KTDGHEICIHTWSHA 2.348 Interno 22.44%

199 213 EICIHTWSHAKMTSV 0.989 Interno 99.70%

205 219 WSHAKMTSVSSEQAF 1.109 Externo 95.56%

210 224 MTSVSSEQAFAELYY 0.686 Externo 99.51%

240 254 WRPPYGDVDNRIRAI 0.784 Externo 17.84%

245 259 GDVDNRIRATAQHMN 1.087 Externo 90.98%

250 264 RIRATAQHMNLTNIV 1.162 Externo 96.83%

270 284 FDWQIGTNGVTQETV 1.494 Externo 61.47%

279 293 VIQETVAGNYQKVID 2.093 Externo 56.45%

284 298 VAGNYQKVIDKAKNG  0.679 Externo 10.54%

310 324 HEINNNTMSELIAQY 0.623 Interno 66.80%

315 329 NTMSELIAQYPKIKE 0.696 Interno 99.68%

338 352 NVGYNITHPYAEEDY 0.895 Externo 76.67%
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348 362 AEEDYFYPNFEQYVA 0.783 Externo 99.05%
353 367 FYPNFEQYVAGTRNY 1.938 Externo 98.47%
358 372 EQYVAGTRNYSSTPI 0.956 Externo 86.63%
363 377 GTRNYSSTPIDGVQP 0.512 Externo 71.26%
368 382 SSTPIDGVQPSSSAS 0.768 Externo 61.47%
374 388 GVQPSSSASGSAGAS 2.086 Externo 56.45%
381 395 ASGSAGASGSAGATG 3.255 Externo 56.45%
389 403  GSAGATGGAGAASGS 2.660 Interno 56.45%
397 411 AGAASGSGSASAGGA 2.008 Interno 56.45%
403 417 SGSASAGGATKSGAS 1.743 Externo 56.45%
420 434  QKNSGAVQNAVAGSL 0.561 Interno 78.86%
425 439  AVQNAVAGSLAAVGA 1.474 Externo 84.47%
431 445  AGSLAAVGAALALLA 1.525 Externo 98.79%
Glycoprotein 6 20 AAALLASSGVSAQVT 0.570 Interno 97.66%
11 25 ASSGVSAQVTAAFPN 1.055 Interno 93.75%
40 54 AQVNQTSLSRLLSLN 1.928 Externo 99.78%
136 150 HGAKNLGNPIGGNVT 2.712 Externo 56.45%
142 156 GNPIGGNVTTNLATG 2.703 Interno 74.36%
147 161 GNVTTNLATGEDVFY 1.441 Interno 92.99%
152 166 NLATGEDVFYEEWMS 1.205 Interno 98.74%
157 171 EDVFYEEWMSFISFD 0.925 Externo 99.89%
163 177 EWMSFISFDQFCLRI 1.127 Externo 99.95%
168 182 ISFDQFCLRICTAEV 2.025 Externo 99.22%
173 187 FCLRICTAEVNGTTT 2.415 Externo 92.75%
179 193 TAEVNGTTTALQCEH 1.671 Externo 92.32%
184 198 GTTTALQCEHELDIM 0.836 Externo 49.64%
193 207  HELDIMGCRWVMAIT 2211 Externo 98.90%
200 214 CRWVMAITDFEASRT 1.610 Externo 99.94%
205 219 AITDFEASRTTGFTE 1.426 Interno 76.19%
213 227 RTTGFTECDGEIAMA 1.083 Interno 61.47%
277 291 SNCKTYSTISNGVDM 1.007 Externo 85.99%
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285 299 ISNGVDMKDLMVKAA 0.529 Externo 44.85%

311 325 VTGLPSTTPATVTTP 0.647 Externo 61.47%

328 342 VPPSVTPTSAGAGSS 0.782 Externo 56.45%

348 362 DGGKDGASSDSAAAG 1.494 Externo 56.45%

353 367 GASSDSAAAGAETTK 1.750 Externo 91.35%

358 372  SAAAGAETTKNGDSA  1.9314 Externo 56.45%

364 378 ETTKNGDSAAAGKPA 1.766 Externo 56.45%

370 384  DSAAAGKPAGGAGAL 1.284 Externo 56.45%

375 389  GKPAGGAGALSAPAL 2.044 Externo 77.32%

385 399 SAPALLASVCGVALG 1.514 Externo 82.67%

390 404 LASVCGVALGALALL 1.261 Externo 91.07%

Curculin
domain protein
(mannose-

binding) lectin g 22 TLIAPLAALSALAAP 0599  Externo 99.33%
30 44 ATRDEADVIVGRALA 1.669 Externo 78.40%

35 49 ADVIVGRALASVDPS 1.341 Externo 96.96%

40 54 GRALASVDPSTTSVT 0.981 Externo 68.51%

46 60 VDPSTTSVTDIEREI 1.146 Externo 52.05%

56 70 IEREISRVEVGAHAL 0.940 Externo 79.90%

61 75 SRVEVGAHALAARDV 1.422 Externo 94.61%

66 80 GAHALAARDVGKDAF 0.824 Externo 77.32%

72 86 ARDVGKDAFVTANSG 1.589 Externo 74.36%

77 91 KDAFVTANSGIHSIQ 0.568 Externo 93.06%

85 99 SGIHSIQCLQYLLTA 0.867 Interno 98.81%

90 104 IQCLQYLLTARGFRT 0.800 Interno 99.78%

95 109 YLLTARGFRTDRDGI 0.910 Externo 99.57%

109 123 ILGADTIAQIKAFQK 0.986 Externo 96.97%

114 128 TIAQIKAFQKSKGLT 0.722 Externo 99.15%

119 133 KAFQKSKGLTVDGSA 1.794 Externo 92.75%

127 141 LTVDGSAGPATLSAL 1.191 Externo 77.32%
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132 146 SAGPATLSALIALVE 0.567 Externo 98.05%
137 151 TLSALIALVESGDTG 0.626 Externo 95.56%
145 159 VESGDTGVFAKAAQK 0.518 Externo 74.36%
156 170 AAQKGLNKFGAKLEI 1.527 Externo 88.46%
165 179 GAKLEIDGIFGASSV 0.516 Externo 97.16%
175 189 GASSVAATKKLQTAN 1.777 Externo 86.13%
182 196 TKKLQTANGLTASGK 1.926 Externo 92.75%
190 204 GLTASGKVGGSTWSL 2314 Externo 56.45%
195 209 GKVGGSTWSLFFGGA 0.888 Externo 89.56%
207 221 GGAGKVAADCDNVKA 1.544 Externo 56.45%
212 226 VAADCDNVKASVAKS 1.365 Externo 77.32%
217 231 DNVKASVAKSATTLV 1.232 Externo 89.76%
222 236 SVAKSATTLVGDFRV 2.184 Externo 85.36%
227 241 ATTLVGDFRVHKCLA 2.124 Externo 96.34%
235 249  RVHKCLASNLKAMLA 1.771 Interno 99.78%
240 254  LASNLKAMLAAAKAD 1.344 Interno 95.50%
245 259 KAMLAAAKADGVTLS 1.245 Externo 93.06%
261 275 RSSYRSTEEQIAIRK 0.890 Externo 85.40%
269 283 EQIAIRKQYCGTTHY 2.275 Externo 25.39%
274 288 RKQYCGTTHYDIYEK 1.098 Externo 84.19%
301 315 GTTRHERGLAIDFLN 2.071 Interno 82.05%
310 324 AIDFLNCRDTTACFK 1.833 Externo 28.60%
316 330  CRDTTACFKWLSAHA 0.566 Externo 98.72%
321 335 ACFKWLSAHAAKYHF 1.237 Externo 99.78%
331 345 AKYHFKNYPPENWHW 1.241 Externo 15.74%
Cutinase 24 38 DERQLLSSTRNDLEN 1.002 Externo 76.50%
54 68 ASTEIGNMGASAGPS 1.373 Interno 77.32%
59 73 GNMGASAGPSVASGL 1.568 Externo 77.32%
64 78 SAGPSVASGLDSRFG 2.373 Externo 56.45%
69 83 VASGLDSRFGDVWVQ 0.855 Externo 56.45%
84 98 GVGGPYTAGLAENFL 0.798 Externo 96.90%
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105 119 AAIDEAKRLFTMANT 0.951 Externo 79.34%
110 124  AKRLFTMANTKCPNT 1.437 Externo 56.10%
116 130 MANTKCPNTPIVAGG 1.123 Interno 56.45%
126 140  IVAGGYSQGTAVMSN 1.121 Interno 85.99%
131 145  YSQGTAVMSNAVSEL 0.663 Interno 93.75%
136 150 AVMSNAVSELSATIK 0.541 Externo 87.51%
153 167  VKGVVLFGYTKNLQN 0.794 Externo 99.30%
172 186 PNFPSSKTKVYCAAT 1.583 Externo 74.36%
177 191 SKTKVYCAATDAVCF 0.859 Externo 88.05%
186 200 TDAVCFGTLFILPAH 0.924 Externo 98.67%
197 211 LPAHFLYTTDASISA 1.446 Externo 99.83%
202 216 LYTTDASISAPIWLA 1.398 Externo 97.00%
207 221 ASISAPIWLARQINA 1.096 Externo 99.39%
Beta-1,3- 12 26 WAATVSAQSLKSWAG 2.443 Externo 97.08%
mannanase
21 35 LKSWAGTNSYFLQSL 1.724 Interno 99.76%
27 41 TNSYFLQSLDDGQQV 1.204 Interno 99.57%
36 50 DDGQQVKHIQDLAAL 1.505 Externo 69.49%
50 64 LGVKAIRLWVREQLS 0.784 Interno 99.80%
63 77 LSHCEKGSVRGQTCR 0.710 Externo 56.45%
81 95 NQEFGGVGRYDPVTM 1.285 Externo 56.45%
105 119 IQTHGKGMKVIISPH 3.541 Interno 80.87%
110 124 KGMKVIISPHDSNSV 2.038 Interno 72.95%
115 129 IISPHDSNSVQNSYT 0.546 Interno 56.45%
121 135 SNSVQNSYTLKYPQN 1.229 Externo 51.76%
126 140  NSYTLKYPQNDFYHN 0.556 Externo 15.74%
145 159  ADYDNRLKYIMEYQG 0.827 Externo 97.15%
150 164 RLKYIMEYQGQYMKR 0.758 Externo 99.71%
158 172 QGQYMKRPWKDLHDL 1.333 Externo 14.77%
163 177 KRPWKDLHDLIIAFD 1.616 Interno 99.48%
168 182 DLHDLIIAFDVQNEP 0.728 Interno 99.88%
173 187 IHAFDVQNEPLLAYK 1.166 Externo 99.94%
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211 225 NMRKILGADNPIKIA 3.267 Externo 92.08%
216 230 LGADNPIKIASGGIG 1.675 Interno 78.93%
221 235 PIKIASGGIGGDANN 1.744 Interno 61.47%
242 256 DAMKCPDLDVIALHI 1.482 Externo 15.74%
247 261 PDLDVIALHIYPDRN 2.203 Interno 97.90%
256 270 IYPDRNGGGIEKHFA 1.397 Externo 56.45%
267 281 KHFADWSKQGGGGKL 2.407 Externo 56.45%
303 317 DPNVKDWDVPAAFKA 1.433 Externo 61.47%
308 322 DWDVPAAFKASAEKL 0.822 Externo 94.61%
357 371 ITQKKVDFAGPMKAA 1.167 Externo 90.62%
362 376 VDFAGPMKAAADANL 1.867 Externo 78.86%

Fonte: Da autora.

5.11 ANALISE DA COBERTURA POPULACIONAL DOS ALELOS QUE TIVERAM
LIGACAO COM OS EPITOPOS IMUNOGENICOS

As 8 proteinas selecionadas passaram pela andlise de cobertura populacional mundial
com ligacao aos alelos do MHC II, sendo testados tanto os seus epitopos imunogénicos internos
quanto os externos, utilizando a ferramenta Population Coverage, depositada no site do IEBD
Analysis Resource. Nessas analises foi verificado que os variantes alélicos de MHC II testados
quanto a sua possivel ligacdo aos epitopos das 8 proteinas atingiram uma distribuicdo na
populacdo mundial de 99,98%.

Das 5 proteinas que conferem protecao para 7. asahii e o género Cryptococcus spp. foi
verificado que houve variacdo na taxa de cobertura populacional dos epitopos imunogénicos.
Para a proteina Major allergen Asp F2, foi observado que todos os seus epitopos imunogénicos
foram externos, sendo que a taxa de cobertura para os epitopos na modelagem 3D, variou entre
56,45% a 99,97%, sendo a média foi de 79,73%. Ja para a proteina Alpha-1,3-glucanase, foi
observado que a taxa de cobertura dos epitopos internos variou de 56,45% a 99,73%, com uma
média de 76,55%, sendo que a taxa para os epitopos externos variou de 15,74% a 99,62%, como

uma média de 77,85%. Na proteina Glyoxal oxidase precursor, foi evidenciado que seus
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epitopos internos variou de 17,82 a 97,98% com uma média de 80,73%, ja para os epitopos
externos a taxa variou de 0,00% a 98,77%, com uma média de 69,69%. Para a proteina Chitin
deacetylase-like mannoprotein MP9S, a taxa de seus epitopos internos variou de 22,4% a
99,70%, com uma média de 70,01%, e para os epitopos externos, houve uma variacao na taxa
de 4,47 % a 99,51%, com média de 68,52%. Por fim, para a Glycoprotein, foi observado que
esta teve uma taxa de cobertura dos epitopos internos de 61,47% a 93,75%, com média de
85,02%, e para os epitopos externos foi verificada a variagao de 44,85% a 99,95%, com média
de 77,53%.

Finalmente, as andlises para as 3 proteinas que conferem prote¢do exclusiva para T.
asahii., mostraram que epitopos da proteina Curculin domain protein (mannose-binding) lectin
apresentam uma taxa de cobertura dos epitopos internos variando de 95,50% a 99,78%, com
média de 95,98%, e para os epitopos externos a cobertura variou de 25,38% a 99,78%, sendo
que a média foi de 80,94%. J4 para a Cutinase, foi visto que a taxa de cobertura dos epitopos
internos variou de 56,45% a 93,75% com uma média de 78,37%, e para os epitopos externos a
variacao foi de 56,10% a 99,83%, com média de 82,53% e a proteina Beta-1,3-mannanase
obteve uma taxa de cobertura para os epitopos internos variando de 56,45% a 99,88%, com
média de 72,85%, e para os epitopos externos, com taxa de cobertura variando de 14,77% a
99,94%, sendo que a média foi de 70,98%.

Os resultados de cada etapa foram sumarizados no fluxograma a seguir:



8.300 proteinas proteoma predito de

T. asahii

CBS 2479

610 preditas como extracelular no
CELLO v.2.5

462 preditas como extracelulares no
PSORT 1II

268 Comuns em ambos
os preditores

205 Imun

ogénicas

137 Sem similaridade com proteinas
humanas

82 Género
Cryptococcus spp.

11 Género

Candida spp.

Somente 5
atendenderam
aos critérios

44 proteinas
excl

para protecao
usiva

Nenhuma
atendeu aos
critérios

Somente 3 proteinas atenderam aos critérios

Foram selec

ionadas 8 proteinas

Foram selecionados 132 epitopos
imunogénicos e externos para a protegao
cruzada contra 7. asahii e Cryptococcus spp

Foram selecionados 71 epitopos imunogénicos
e externos para protecdo exclusiva contra 7.
asahii
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Figura 6 - Fluxograma dos resultados obtidos na predi¢do dos potenciais epitopos vacinais para
protecdo exclusiva contra 7. asahii e protecdo contra 7. asahii e Cryptococcus spp.

Fonte: Da autora.
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6 DISCUSSAO

Para a identificagdo dos possiveis candidatos vacinais de 7. asahii foram empregadas
varias ferramentas de predicdes, utilizando o proteoma predito da cepa referéncia de 7. asahii
CBS2479. Os preditores utilizados na pesquisa foram elaborados para predizer a localizagao
subcelular das proteinas: CELLO V.2.5 e PSORT II identificar o potencial imunogénico:
VaxiJen v2.0 verificar a presenga de similaridade entre proteinas de espécies diferentes:
BLASTp - NCBI (YU; LIN, 2000; NAKAI; KANEHISA, 1991 DOYTCHINOVA; FLOWER,
2008; ALTSCHUL et al., 1990). Apds a identificagdo dos principais alvos, estes foram
submetidos a ensaios de mapeamento de epitopos em células T modelagem molecular pelo
MODELLER () e I-TASSER e anélise de cobertura populacional (PAUL et al., 2016; WEBB;
SALIL 2016; ZHANG, 2010; BUI et al., 2006).

Apo6s o emprego dos 2 preditores utilizando o proteoma predito de 7. asahii, contendo
8.300 proteinas, 610 delas foram preditas como extracelulares (7,35 % do proteoma total) no
preditor CELLO v.2.5 e 462 (5,57% do proteoma total) foram preditas como extracelulares no
PSORT 1I, o que condiz com o estudo que utilizou métodos in silico para predicdo da
localizagdo subcelular das proteinas fungicas. Segundo o estudo de Pellegrin e colaboradores
(2015), no qual foi desenvolvido um pipeline para identificar e comparar proteinas de 49
fungos, incluindo os do filo Basidiomycota, foi evidenciado que estes exibiram uma ampla
gama de tamanhos de proteinas que variaram de 155 a 1715 aminoacidos contendo peptideo
sinal. O numero total de genes 45 presentes nos genomas fingicos analisados variou de 4.000
a 25.000 e a proporg¢do de proteinas secretadas e ou extracelulares foi de 3 a 10% do proteoma

total (PELLEGRIN et al., 2015).

A escolha de dois preditores para analise de localizagdo celular de proteinas foi
estabelecida para se ter uma maior confiabilidade dos resultados, sendo que esta foi baseada na
diferenca de algoritmos de classificagdo. O preditor CELLO V.2.5 utiliza um algoritmo
chamado de maquina de vetores de suporte (SVM) de dois niveis para prever a localizacao
subcelular. O primeiro nivel compreende varios classificadores SVM, cada um com base em
um conjunto distinto de vetores de caracteristicas derivados de sequéncias de aminoacidos. O
segundo nivel consiste em um SVM que processa as saidas dos classificadores SVM de
primeiro nivel para gerar a distribui¢do de probabilidade de subcelular localizagdo. Cada SVM
gera uma distribuicao de probabilidade da localizacdao subcelular baseada em sua codificagdo

de sequéncia particular da proteina. O segundo SVM ¢ usado para processar as probabilidades
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e gerar a distribuicdo final de compartimento subcelular. No quais os aminodcidos sdo

classificados quanto a sua composi¢ao fisico-quimica (YU; LIN, 2000).

Ja o PSORT II utiliza um classificador chamado de k-nearest-neighbor (knn), que ¢ um
algoritmo de reconhecimento de padrdes no qual k ¢ um parametro predefinido, que atribui um
local de localizagdo a sequéncias de entrada arbitrarias usando tendéncias estatisticas
encontradas no conjunto de treinamento (sequéncias de localizacdo conhecidas). Primeiro, as
distancias euclidianas (as raizes quadradas das somas de distancias quadradas de todas as
variaveis) entre a sequéncia de entrada e todos os dados de treinamento sdo calculadas com
base em valores normalizados das variaveis de caracteristicas dos aminoacidos. Entdo, a
localizagdo celular do candidato que ocupa a maioria das sequéncias do k-nearest ¢ atribuido

para ser o sitio mais provavel (NAKAI; KANEHISA, 1991).

Das proteinas que foram preditas como extracelulares e ou secretadas, 268 proteinas
obtiveram resultados semelhantes em ambos preditores. A partir das 268 proteinas preditas
como extracelulares, 205 delas obtiveram score para serem identificadas com potencial
imunogénico, sendo 137 destas ausentes em similaridade com proteinas humanas. Para
identificar o potencial imunogénico das proteinas foi utilizado o programa VaxiJen v2.0. O
programa avalia a capacidade imunoestimulante de antigenos, sendo que o limiar determinado
para a proteina ser imunogénca para fungos ¢ 0,5. Segundo Doytchinova; Flower (2008) este
valor indica maior precisdo, sensibilidade e especificidade em relagdo ao poder imunogénico

das proteinas fungicas (DOYTCHINOVA; FLOWER, 2008).

A fim de comparar as proteinas humanas com as de 7. asahii foi utilizada a ferramenta
BLASTDp, na qual as proteinas selecionadas foram comparadas como proteoma humano (Homo
sapiens, taxid 9606) para descartar antigenos preditos que possam induzir autoimunidade.
Proteinas fungicas podem exibir similaridade com proteinas humanas pois ambas as células sdao
eucariontes, excluindo a possibilidade de auto-imunidade (ALTSCHUL et al., 1990). Para a
produgdo de uma vacina com potencial de protecdo cruzada, selecionou-se aquelas proteinas
que ndo possuiam qualquer similaridade com as proteinas humanas, e estas foram comparadas
com as proteinas do género Cryptococcus spp. (tax id 5206) e Candida spp. (tax id 5475)
utilizando a ferramenta BLASTp-NCBI. Sabe-se que as proteinas fungicas podem exibir
funcdes semelhantes por ontologia gé€nica, e também por que os genomas dos géneros
Cryptococcus spp. e Candida spp. sdo, em sua maioria, anotados e a fun¢do dos genes,
verificada, enquanto o de 7. asahii, ainda € hipotético. Através desta comparacao ¢ possivel

evidenciar se as proteinas analisadas possuem alguma fun¢do compartilhada com outros fungos
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e se provavelmente, elas existem, de fato, no proteoma de 7. asahii. Os resultados indicam que
das 137 proteinas selecionadas, 82 possuiam alguma similaridade Cryptococcus spp. e 11 com
o género Candida spp. Destas, 4 proteinas obtiveram predi¢des de similaridade com ambos os
géneros. Portanto restaram 44 proteinas para protegdo somente contra 7. asahii, sendo que

destas apenas 3 possuiam caracterizagdo funcional.

Apo6s aplicagdo dos critérios de selegdo foram obtidas como produto das analises, 5
proteinas para protegao cruzada: Major allergen Asp F2, Alpha-1,3-glucanase, Glyoxal oxidase
precursor, Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98, Glycoprotein, e para protecao
exclusiva contra 7. asahii, 3 proteinas:Curculin domain protein (mannose-binding) lectin,

Cutinase e Beta-1,3-mannanase

Quanto as fung¢des das proteinas, a proteina Major allergen Asp F2(XP_014180978.1),
faz parte da familia M35 like-superfamily. Esta possui 170 aminoacidos e obteve 100% de
cobertura e 60% de identidade com proteinas da espécie Cryptococcus amylolentus
(XP _018989879.1). No estudo de James e colaboradores (2009) foi demonstrado que o
alergéno Asp F3 presente nos fungos como Aspergillus fumigatus foi utilizado em ensaios de
vacinagdo efoi capaz de conferir uma protecdo contra aspergilose pulmonar invasiva em
camundongos imunossuprimidos (com neutropenia e tratamento com corticdide). Pelo menos
dois epitopos de células T (11-mer e 13-mer) foram identificados em Asp F3. Existem
homologos de Asp F3 em outras espécies de fungos filamentosos e leveduras, como
Aspergillusspp. e Candida albicans. Visto isso, € possivel que oMajor allergen Asp F2
encontrado no proteoma de 7. asahii ¢ um homologo de Asp F3 de Aspergillus spp., portanto,
os epitopos podem possuir potencial para desenvolvimento de vacinas antifingicas eficazes

(ITO et al., 2009).

A enzima Alpha-1,3-glucanase (XP_014180398.1), composta por 447 aminoacidos, faz
parte da familia glyco_hidro 71 superfamily, e obteve 99% de cobertura e 52% identidade com
proteina da espécie Cryptococcus depauperatus (ODN85334.1). E um componente insolavel,
que hidroliza o alfa-1,3-glucana, que ¢ um homopolimero de glicose, catalisando o processo de
sintetizacdo da parede celular fungica. Essas enzimas sao classificadas em duas familias de
hidrolases de glicosideos baseada na similaridade da sequéncia de aminoacidos, o tipo 71 de
alfa-1,3-glucanases sdo encontradas em fungos e as enzimas do tipo 87, em bactérias. Possuem
como papéis fisiologicos a composi¢ao das paredes celulares e uma fonte de carbono endégeno
para o desenvolvimento sexual (ZONNEVELD, 1972; SIETSMA; WESSEL, 1977;
HOCHSTENBACH et al., 1998).
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Visto que a parede celular fingica ¢ essencial para a sobrevivéncia das células, pois
mantém a sua estrutura e previnem a ruptura que podem ocorrer devido a pressdo osmotica. A
parede celular ¢ uma estrutura complexa composta porpolissacarideos e glicoproteinas
reticuladas. Quitina e Beta-1,3-glucana sdao os principais polissacarideos de parede da maioria
dos fungos (KLIS, 1994; LATGE, 2007). No entanto, a alfa-1,3-glucanase e foi encontrada na
parede de varias espécies de fungos, sendo que em alguns fungos patogénicos essa atua como
um fator de viruléncia (HOCHSTENBACH et al., 1998).

A Glyoxal oxidase precursor (XP_014180666.1) ¢ uma enzima encontrada no proteoma
predito de 7. asahii, que obteve uma cobertura de 98% e identidade de 56% com a espécie
Cryptococcus gatii (KIR69350.1), fazendo parte da familia £ setsuperfamily.

No estudo de Rosa e Silva e seus colaboradores (2008), foi estudada a expressao do
gene precursor da glioxal oxidase envolvidos no crescimento de C. neoformans em diferentes
temperaturas, 25 °C e 37 °C. O foco desse estudo foi identificar os genes envolvidos no
crescimento a 37 °C (temperatura do corpo humano), como um atributo de viruléncia essencial
da espécie de C. neoformans. Foi evidenciado que em C. neoformans, o gene precursor da
glioxal oxidase atua na viruléncia do patdgeno, pois este foi regulado em duas situagdes
diferentes que mimetizam uma infec¢do: o crescimento a 37 °C e a hipoxia (ROSA; SILVA et
al., 2008).

A Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98 (XP_014180616.1) foi encontrada no
proteoma predito de 7. asahii com uma cobertura de 82% e identididade de 57% com proteinas
da espécie de C. gatii (KIR89311.1) e faz parte da familia CE4 SF superfamily.

Os dados publicados no estudo Huang e colaboradores (2002) descrevem uma segunda
glicoproteina criptocécica (MP88) que foi purificada para uma homogeneidade, e o gene que
codifica a proteina foi clonado e sequenciado. As glicoproteinas MP88 e MP98 compartilham
caracteristicas estruturais, incluindo seqiiéncias de sinal, regides C-terminais ricas em serina /
treonina (que provavelmente servem como locais de O-glicosilagdo extensiva) e motivos de
ancora de glicosilfosfatidilinositol (ancora GPI). A MP88 atuou estimulando respostas das
células T em camundongos imunizados. Uma pesquisa de bancos de dados gendmicos de C.
neoformans revelou que o MP88 compartilha esse recurso com no minimo outros 11 genes,
incluindo a MP98. Sendo assim, a MP88 foi identificada como uma segunda manoproteina
criptococica que estimula as respostas das células T e ¢ uma potente candidata vacinal (HUANG
et al., 2002).

A Glycoprotein (XP_014181003.1), presente no proteoma predito de 7. asahii, obteve

cobertura de 98% e identidade de 58% com proteinas da espécie C. depauperatus
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(ODO02121.1). As glicoproteinas estdo localizadas na parede celular fingica e sao
responsaveis por muitos tipos de interagdes entre a parede e o ambiente extracelular. As
glicanas cobrem as superficies de todas as células de mamiferos e sdo adicionadas a uma porg¢ao
protéica ou lipidica através do processo chamado de glicosilagdo. As glicoproteinas presentes
na parede das células fungicas sdo reconhecidas pelo sistema imune inato do hospedeiro,
participando dos eventos iniciais do reconhecimento (PINTO; BARRETO-BERGTER;
TABORDA, 2008).

Para uma protecdo somente contra 7. asahii, a proteina Curculin domain protein
(mannose-binding) lectin (XP_01479418.1) composta por 350 aminodacidos, foi selecionada
como possivel candidato vacinal, pois foi evidenciado que esta ndo obteve nenhuma
similaridade com proteinas humanas € nem com as proteinas do género Cryptococcus spp., €
possui caracterizacao funcional. Porém até o momento nao existem estudos sobre o papel dessas
proteinas nos fungos, mas ela foi descrita em plantas. Estudos publicados dizem que as plantas
se protegem contra varios patdogenos, como bactérias, fungos e virus, com varios mecanismos
de defesa, incluindo um sistema imunologico inato (CHISHOLM et al., 2006; JONES;
DANGL, 2006).

Como as paredes celulares das plantas sdo estruturas dindmicas cuja composicdo e a
arquitetura mudam devido ao crescimento, desenvolvimento e respostas de defesa, as proteinas
presentes na parede celular e na membrana plasmatica estdo envolvidas em sistema de
monitoramento necessario para o reconhecimento e transducao de ambiente, desenvolvimento,
e sinais associados a defesa (GARCIA-BRUGGER et al., 2006).

Lectinas ou aglutininas sdo proteinas de ligacdo a carboidratos onipresentes em
muitasespécies de plantase funcionam em respostas de defesa contra patdgenos (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995). Possuem a func¢ao de ligagao de glicoproteinas nas superficies celulares,
seu papel nos animais também incluem a ligacdo de células extracelulares soluveis e
glicoproteinas intercelulares. As lectinas de plantas sdo envolvidas em interagdes especificas
proteina-carboidrato dentro dos compartimentos citoplasmaticos e/ou nucleares (VAN
DAMME et al., 2004).

O amplo espectro da especificidade de ligagdo de carboidratos das lectinas pode ser
interpretada como o reconhecimento bem-sucedido por células de plantas de diferentes tipos de
receptores contendo agucar. Lectinas se ligam aos glicanos de glicoproteinas, glicolipidos ou
polissacarideos com alta afinidade, e elas sdo asunicas proteinas vegetais que reconhecem os

glicoconjugados presente nas superficies de microorganismos como bactérias e fungos. Por
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exemplo, as lectinas reconhecem quitina que ¢ um carboidrato tipico de paredes de células de
fungos (BROEKAERT et al., 1989).

Virias lectinas de plantas desempenham um papel na defesa contra bactérias através de
um mecanismo indireto, com base em interagao com carboidratos da parede celular ou glicanos
extracelulares. A lectina de batata (Solanum tuberosum) imobiliza estirpes avirulentas de
Pseudomonas solanacearum na parede celular da planta; no entanto, uma cepa virulenta ndo ¢é
reconhecida pelas lectinas (SEQUEIRA; GRAHAM,1977).

A Cutinase (XP_01483618.1) faz parte da familia serina hidrolase, contém 221
aminoacidos em 7. asahii, e foi selecionada como um potencial candidato vacinal, pois nao
obteve nenhuma similaridade com os géneros analisados, € possui caracterizagao funcional.

Assim como as lectinas, as cutinases foram descritas em plantas. Cutinases sdo enzimas
fingicas que atuam catalisando a hidrélise de um biopoliéster insoluvel que ¢ um impregnado
com ceras, a cutina, componente estrutural da cuticula das plantas O envolvimento das cutinases
¢ crucial durante a invasdo no hospedeiro e tem sido sugerida para inumeros agentes
patogénicos, com o fungo Fusarium solani (Nectria haematococca) infectando hipocétilos de
ervilha.Vérias evidéncias indicaram que as cutinases expressas durante a utilizacao saprofitica
de cutina por patégenos fungicos também foram crucialmente envolvidas na penetragdo de
cuticulas (BRECCIA et al., 2003; AKUTSU et al., 1998; GROSS, KALRA, 2002; KAMINI;
LEFUIJIL, 2001).

A Beta-1,3-mannanase (XP_014184219.1) composta por 383 aminoacidos, também ¢
uma enzima e foi selecionada a partir do proteoma predito de 7. asahii como uma candidata
com potencial vacinal, pois ndo obteve nenhuma similaridade com os géneros analisados e
possuia caracterizagdo funcional. Assim como as outras enzimas descritas a Beta-1,3-
mannanase também foi descrita em plantas, as enzimas manases desempenham um papel
crucial na reciclagem natural da biomassa e desenvolvimento das plantas (Rodriguez-Gacio et
al ., 2012), estas também servem como poderosas ferramentas biotecnologicas em aplicacdes
industriais que utilizam mananas (COUTURIER et al., 2011; CHAUHAN; PURI; SHARMA,
2012).

As B-mananases de agdo final (MANSs) clivam as ligagdes glicosidicas internas do
esqueleto ligado a B-1,3 de varios mananos e constituem as principais enzimas envolvidas na
modificagdo do manano. Com base na similaridade da sequéncia de proteinas, as MANs
caracterizadas pertencem a qualquer uma das familias de glicosideo hidrolase (GH) 5, 26 ou

113, conforme classificado de acordo com a base de dados do CAZy (www.cazy.org) de
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enzimas ativas contracarboidratos. Nao estd claro por que as plantas precisam de multiplas
formas de MANSs, mas uma das razdes, pode ser pelo fato que as isoenzimas evoluiram para
exibir diversas atividades em relacdo aos varios substratos de manana existentes nas plantas
(LOMBARD et al., 2013).

Para o complemento do estudo das 8 proteinas candidatas vacinais foi realizado o
mapeamento dos epitopos. Sabe-se que estesse ligam as moléculas de MHC na fenda de ligagao
peptidica, formando um complexo peptideo-MHC que ¢ reconhecido pelos receptores das
células T. Neste trabalho foram realizados mapeamentos dos epitopos somente com ligagao ao
MHC II que sdo reconhecidos pelos linfocitos T CD4 +. As moléculas de classe II, t€ém uma
fenda de ligacdo, permitindo que epitopos mais longos se liguem, tipicamente os epitopos de
12 a 20 residuos de comprimento. No caso do presente estudo, para uma ligagdo mais estavel,
os peptideos foram fixados em 15 residuos para as previsoes de ligagdo ao MHC de classe 1.
De acordo com os criadores da ferramenta TepiTool, a presenca de aminodcidos adicionais
apoiando o nticleo de ligagdo também parece ser necessario para uma ligagdo estavel, mesmo
que estes ndo interajam especificamente com o MHC na fenda de ligagdo. Desta forma, a
possibilidade de selecionar peptideos com os mesmos nucleos de ligagdes pode ser evitado

(MURPHY, 2011).

Geralmente, as ferramentas de previsdo de ligagdo ao MHC fazem a varredura de
sequéncias de aminoacidos para estimar a afinidade de ligagcdo de cada peptideo componente a
um MHC especifico. A forca de ligacdo (afinidade) de um peptideo a uma molécula de MHC ¢

um fator importante que determina a sua imunogenicidade potencial (SETTE et al., 1994).

Foi visto que todas proteinas que passaram por estas predi¢des tiveram ligacdo de parte
ou a totalidade de seus epitopos preditos a varios e diferentes alelos do MHC II. Esta descoberta
¢ importante pois sabe-se que a previsao computacional de epitopos imunogénicos e com alta
afinidade de ligagao ao MHC II acelera a pré-selecao dos peptideos e poupa tempo e varios
recursos necessarios para a criagcao de vacinas. Existem vdrias ferramentas para predi¢ao destes,
mas o recurso de analise do IEDB hospeda as ferramentas de previsao de epitopos de células T
para os alelos MHC classe I e classe II que fornecem alguns dos melhores algoritmos de
previsado para centenas de alelos (MOUTAFTSI et al., 2006; WANG et al., 2008; WANG et al.,
2010; TROLLE et al., 2015).

Em relagdo a modelagem molecular, o genoma de 7. asahii CBS2479 utilizado como
base para nossas buscas ainda possui sua anotacdo como hipotético, ou seja, muitas das

proteinas ndo possuem caracaterizagdo funcional e as que possuem, a anotacdo ocorreu por
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ontologia génica e ndo necessariamente por verificagdo da fungdo celular por ensaios
bioldgicos. Desta forma, as buscas via PSI-BLAST para obter templates com similaridade >
40% com as proteinas selecionadas para realizagdo da modelagem por homologia ndo foram

bem sucedidas.

E sabido que algoritmo do PSI-BLAST é capaz de encontrar similaridades entre
sequéncias distantes, pois faz combinagdes das informagdes de conservagdo encontradas em
uma sequéncia relacionando-as a uma matriz de pontuagao, reconhecendo, assim, as estruturas
tridimensionais de proteinas que estdo conservadas mesmo apds a perda de similaridade entre
sequéncias de aminoacidos (ALTSCHUL et al., 1997). Mesmo assim, 5 das 8 proteinas nao
obtiveram templates com o critério de possuir identidade > 40%, o que ndo iria permitir a

constru¢dao de modelos completos e confidveis.

De acordo com o estudo de Kopp, Schwede (2004) que compararam métodos de
modelagem por homologia, foi visto que quando os templates selecionados para as proteinas
possuiam identidade menor do que 40%, a modelagem nao era confiavel devido a presenga de
coils, que sdo regides que ndo possuem alinhamento para serem modeladas, fazendo com que
conforma¢do da estrutura protéica fique com baixa confiabililidade (KOPP; SCHWEDE,
2004).

Apesar de haver a presenca de coils nas modelagens geradas pelo o I-TASSER, este foi
ainda mais confiavel, pois o método utilizado por este software, ¢ baseado no principio de que
o numero dos diferentes enovelamentos das proteinas ¢ bem mais limitado que o nimero de
sequéncias existentes. O nimero de enovelamentos ¢ estimado pelo agrupamento em familia
das estruturas depositadas no Protein Data Bank (PDB). O método de Threading, desta forma,
tem por objetivo encaixar a sequéncia alvo de uma proteina a uma biblioteca de estruturas com
enovelamentos que ja sao conhecidos, permitindo integrar limitacdes na proteina alvo, como

pontes dissulfeto ou restrigdes de distancia (TOOMULA; KUMARE KUMARA, 2011).

Como consequéncia, optou-se pelo método de Threading pelo software I-TASSER, ja
que, segundo Zhang (2008), o método ¢ o melhor para este tipo de ocasido, em que a taxa de
identidade entre um possivel template e a proteina de interesse ¢ baixa < 40%. O software
permite que outras proteinas que ndo sejam necessariamente homdlogas possam ser utilizadas
como moldes pois regides que forem bem pontuadas nos alinhamentos entre a proteina alvo e

outras proteinas com estrutura conhecida, podem servir como molde para segmentos
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especificos do modelo tridimensional em construgdo, embora, também possa ser designado um

molde homdlogo ja conhecido, como em outros tipos de métodos (ZHANG, 2008).

Visto isso, a escolha do modelo mais confiavel e acurado baseou-se no ranqueamentodo
C-Score de cada um dos 5 modelos gerados para cada uma das 8 proteinas. De acordo com Roy,
Kucukural e Zhang, (2010) e Yang e colaboradores (2014), o C-Score confere a confiabilidade
e acurdcia dos modelos que foram gerados nas analises do I-TASSER, o qual ¢ calculado
baseando-se na significancia dos alinhamentos das sequéncias e na afinidade nas construgdes
das estruturas terciarias na forma tridimensional. Dessa maneira,0s modelos gerados que
possuiam os maiores C-Score representam modelos mais confidveis e acurados (ROY;
KUCUKURAL,;ZHANG, 2010; YANG et al., 2014). Somente os primeiros modelos em o TM-
Score estimados através de equagdes feitas pelo software I-TASSER, mas apesar da correlagao
significativa entre o C-Score e 0 TM-Score, estes foram introduzidos para propositos diferentes,
visto que enquanto o C-score esta relacionado a confiabilidade das simula¢des de modelagem,
0 TM-Score ¢ uma medida de qualidade do modelo final em comparagdo com a estrutura nativa,

que ¢ estimada através do célculo do C-Score (ZHANG, 2008).

Todas as 8 proteinas modeladas apresentaram conformagdes entre seus aminodcidos
como as alfa-hélices e folhas-beta pregueadas, sendo que Alfa-hélice e beta-plana sdo as duas
principais conformagdes da estrutura secundaria das proteinas. Sabe-se que de acordo com a estrutura
primaria, a secundaria tem uma ou outra forma. Na alfa-hélice a estrutura polipeptidica se encurva pela
acdo de pontes de hidrogénio formando uma espiral ou uma hélice. Ja nas folhas- beta, a proteina é mais
distendida e as pontes de hidrogénio se formam em ziguezague, modelando a proteina em uma estrutura
chamada de beta-pregueada. Muitas sequéncias beta-pregueadas formam a estrutura beta-plana. As
alfa-hélices sdo os elementos mais comuns da estrutura secunddria proteica, pois estas conferem
rigidez e ddo estabilidade a proteina, sendo capaz de se distender quando a proteina ¢ aquecida.
Ja as folhas-beta pregueadas sao estruturas conformacionais que conferem resisténcia, na qual
a proteina ndo se distende quando a mesma ¢ aquecida. Foi visto também que todas as proteinas
apresentaram grande quantidade de coils que sdo estruturas com baixas afinidades com os

aminoacidos, ¢ responsavel pela flexibilidade das proteinas (LEHNINGER, 2014).

Através da modelagem molecular foi possivel realizar a localizagdo dos epitopos
preditos como imunogénicos, selecionando-se aqueles externos nos modelos 3D de cada
proteina. Em nossas analises, todas as 8 proteinas de 7. asahii possuiram epitopos imunogénicos
de 15 aminoacidos, localizados externamente nos modelos tridimensionais. Isso ¢ importante

pois indica a capacidade de serem reconhecidos pelo MHC II, expressos na superficie das
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células dendriticas e macrofagos, que reconhecem epitopos derivados de proteinas
extracelulares e apresentam estas para células T auxiliares (CASTELLINO et al., 1997;
PURCELL etal., 2007). Apenas os epitopos que forem reconhecidos pelos receptores de células
T possuem capacidade de desencadear uma resposta imune. A identificagdo dos epitopos de
células T ¢ importante para uma compreensdo geral da imunidade celular para o

desenvolvimento de vacinas (LIN et al., 2008).

Sabe-se que no processo de selegao dos epitopos para uma vacina baseada em células
T, a cobertura populacional de pacientes proporcionada por um conjunto de epitopos nao
corresponde simplesmente a soma da cobertura dos componentes individuais. O método que
foi utilizado neste trabalho calcula a fragdao de individuos previstos para responder a um dado
epitopo ou epitopo definido com base nas frequéncias genotipicas de HLA e com base na
ligacdo de MHC e / ou células T (BUI et al., 2006; SCHIPPER et al., 1996; GULUKOTA;
DELIS, 1996). Desta forma, a proposta deste estudo evidenciou que os epitopos imunogénicos
de T. asahii possuem cobertura populacional mundial de 99,98% para os alelos do MHC I,
indicando que os epitopos selecionados sejam 6timos candidatos para o desenvolvimento de
uma vacina.

Oany e colaboradores (2015) que também realizaram andlises in silico de epitopos
imunogénicos presentes em proteinas do virus RNA Ebola, evidenciou que o epitopo
selecionado em seu estudo era reconhecido pelo MHC I e Il de 99,87% da populagdao mundial,
indicando comocandidato supremo para o desenvolvimento de vacinas (OANY et al., 2015).

Assim como no estudo de Murphy e colaboradores (2018), que também utlizaram
técnicas in silico para a predicdo de candidatos vacinais para uma vacina contra o virus da
Dengue, no qual fizeram uso de combinagdes dos epitopos do MHC I e II para gerar potenciais
vacinas com cobertura populacional > 90%, foi visto que combinagdo de 15 epitopos (6 CD8 +
e 9 CD4 +) gerou uma vacina universal putativa com uma cobertura populacional mundial de
92,49% (MURPHY et al., 2018). Segundo Abraham e colaboradores (2013) que também
utilizaram protocolos de imunoinformética para definir uma vacina contra Mycobacterium
tuberculosis, combinando o MHC I e 1II, foi visto que a potencial vacina que ofereceu 97,4% e
92,67% de cobertura para a populagio da Africa Oriental, o que evidenciou que a suposta vacina
contra a tuberculose precisa ter seus epitopos do MHC I e do II combinados para poder ter uma

ampla cobertura populacional (ABRAHAM et al., 2013).

A analise de cobertura populacional foi util para a identificacdo dos epitopos que se

ligam aos alelos HLA do MHC de classe II, validando a estratégia preditiva de candidatos
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vacinais em potencial para o desenvolvimento de uma vacina amplamente eficaz baseada em

epitopos contra a tricosporonose.

Tendo em vista que foi possivel selecionar variados possiveis alvos para serem
utilizados como vacinaspara protecao contrainfec¢des provocadas por 7. asahii e por T. asahii
e Cryptococcus spp., estudos in vitro e in vivo serdo necessarios para valida-los individualmente
ou na forma de quimeras. Contudo, com os resultados obtidos no presente estudo, ¢ possivel
afirmar que o caminho esta correto para o possivel desenvolvimento de uma vacina pioneira,
baseada na deteccdo das proteinas com potencial vacinal no filo Basidiomycota, utilizando

como modelo o patdgeno emergente 7. asahii.
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7 CONCLUSOES

1) Nas analises de predicao de proteinas extracelulares realizadas por dois preditores in silico,
foi possivel determinar que das 8.300 proteinas de 7. asahii, 268 delas foram preditas como
extracelulares, sendo 205, com potencial imunogénico, e destas, 137 que ndo apresentaram

similaridade com proteinas humanas.

2) Nas andlises para sele¢@o de proteinas com potencial imunogénico e com protecdo exclusiva
para T. asahii, foi possivel identificar que das 137 proteinas, 44 tiveram potencial imunogénico
e nao tiveram similaridade com outros fungos, mas somente 3 delas apresentaram

caracterizacao funcional e seguiram para as analises seguintes.

3) Na selecao de proteinas com potencial imunogénico que apresentaram similaridade com
proteinas de Candida spp. € Cryptococcus spp., foi possivel selecionar a partir das 137
proteinas, 82 com similaridade com o género Cryptococcus spp. € 11 com o género Candida
spp. para conferirem protecdo cruzada. Destas, apenas 5 proteinas de Cryptococcus spp.

possuiam caracterizagdo funcional.

4) Através da modelagem molecular pelo sofiware I-TASSER foi possivel estabelecer a
estrutura tridimensional das 8 proteinas selecionadas de forma confidvel, com a observagdo em
todas as proteinas da presenca de alfa-hélices, folhas beta-preguedas e presencga de coils. Ainda,
o mapeamento dos epitopos imunogénicos mostrou ser, em sua maioria, com localiza¢ao nas

regides externas dos modelos proteicos tridimensionais.

5) Através da andlise da cobertura populacional de HLA de MHC 1I, foi possivel obter 94
epitopos imunogénicos para protecao exclusiva para 7. asahii e 177, para protecdo cruzada de

T. asahii e Cryptococcus spp., com uma taxa de distribuicdo na populacdo mundial desses alelos

de 99,98%.

6) Como candidatos vacinais, foram selecionados apenas epitopos externos visualizados por
modelagem 3D nas 8 proteinas, sendo 71 epitopos que conferem protecdo exclusiva contra 7.
asahii e 132, para protecao cruzada contra 7. asahii e Cryptococcus spp., demonstrando que a
tecnologia de vacinologia reversa foi essencial para o sucesso na sele¢do de candidatos

proteicos para o desenvolvimento de vacinas fingicas.
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Apéndice A - As 268 proteinas que obtiveram a mesma predi¢ao nos preditors CELLO v.2.5 e

PSORT II.
Numero de

ID das proteinas Aminoacidos CELLO v.2.5 PSORT I1
XP 014176263.1 281 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176270.1 85 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176272.1 381 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176291.1 512 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176328.1 174 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176348.1 141 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176352.1 288 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176353.1 274 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176411.1 281 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176426.1 571 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176478.1 575 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176484.1 83 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176505.1 210 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176506.1 177 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176558.1 166 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176566.1 190 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176635.1 441 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176674.1 294 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176675.1 197 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176693.1 247 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176697.1 166 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176698.1 237 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176700.1 256 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176734.1 157 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176735.1 159 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176757.1 256 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176779.1 193 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176811.1 220 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176823.1 257 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176825.1 129 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176889.1 93 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176907.1 81 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176908.1 100 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176909.1 93 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 014176950.1 238 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014176974.1 223 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014177024.1 388 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 0141770711 368 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP_014177134.1 182 EXTRACELULAR EXTRACELULAR
XP 0141772121 212 EXTRACELULAR EXTRACELULAR



XP_014177230.1
XP_014177266.1
XP_014177292.1
XP_014177355.1
XP_014177369.1
XP_014177385.1
XP_014177586.1
XP_014177675.1
XP_014177718.1
XP_014177727.1
XP_014177744.1
XP_014177746.1
XP_014177747.1
XP_014177748.1
XP_014177757.1
XP_014177861.1
XP_014178023.1
XP_014178037.1
XP_014178049.1
XP_014178053.1
XP_014178171.1
XP_014178234.1
XP_014178245.1
XP_014178337.1
XP_014178356.1
XP_014178363.1
XP_014178375.1
XP_014178376.1
XP_014178377.1
XP_014178392.1
XP_014178418.1
XP_014178437.1
XP_014178440.1
XP_014178443.1
XP_014178513.1
XP_014178517.1
XP_014178537.1
XP_014178544.1
XP_014178554.1
XP_014178570.1
XP_014178588.1
XP_014178594.1
XP_014178646.1
XP_014178657.1

311
239
588
122
354
362
427
165
408
165
195
190
175
229
250
439
136
560
607
212
260
179
144
325
438
354
674
141
144
180
161
305
151
379
141
172
553
315
171
296
611
317
370
584

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
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XP_014178841.1
XP_014178843.1
XP_014178848.1
XP_014178884.1
XP_014178912.1
XP_014178918.1
XP_014178920.1
XP_014178967.1
XP_014179054.1
XP_014179055.1
XP_014179061.1
XP_014179066.1
XP_014179069.1
XP 014179124.1
XP_014179129.1
XP_014179141.1
XP_014179250.1
XP_014179252.1
XP_014179266.1
XP_014179299.1
XP_014179308.1
XP_014179371.1
XP_014179404.1
XP_014179418.1
XP_014179486.1
XP_014179556.1
XP_014179627.1
XP_014179635.1
XP_014179837.1
XP_014179881.1
XP_014179948.1
XP_014179997.1
XP_014180075.1
XP_014180099.1
XP_014180166.1
XP_014180204.1
XP_014180223.1
XP 014180224.1
XP_014180225.1
XP_014180227.1
XP_014180228.1
XP_014180250.1
XP_014180252.1
XP_014180253.1

513
603
192
177
587
426
400
506
152
166
182
231
232
362
107
89
258
116
190
466
208
322
449
350
662
366
870
283
187
255
713
255
315
235
374
479
149
305
127
161
139
420
101
98

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
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XP_014180263.1
XP_014180282.1
XP_014180283.1
XP_014180315.1
XP_014180326.1
XP_014180351.1
XP_014180354.1
XP_014180386.1
XP_014180398.1
XP_014180455.1
XP_014180518.1
XP_014180521.1
XP_014180524.1
XP_014180526.1
XP_014180538.1
XP_014180564.1
XP_014180616.1
XP_014180666.1
XP_014180763.1
XP_014180802.1
XP_014180838.1
XP_014180841.1
XP_014180844.1
XP_014180849.1
XP_014180861.1
XP_014180862.1
XP_014180863.1
XP_014180898.1
XP_014180925.1
XP_014180928.1
XP_014180955.1
XP_014180970.1
XP_014180971.1
XP_014180972.1
XP_014180973.1
XP_014180978.1
XP_014181003.1
XP_014181018.1
XP_014181029.1
XP_014181030.1
XP_014181046.1
XP_014181060.1
XP_014181065.1
XP_014181078.1

72
136
303
154
265
538
261
391
447
429
305
119
229
193
108
658
445
690
264

71
266
353
718
106
197
165
622
519
273
204
781

89
103

84
112
170
404
582
148
210

1004

145
116
109

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
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XP 014181130.1
XP_014181235.1
XP_014181288.1
XP 014181300.1
XP_014181306.1
XP 014181343.1
XP 014181344.1
XP_014181374.1
XP 014181405.1
XP_014181413.1
XP_014181423.1
XP 014181426.1
XP_014181446.1
XP 014181477.1
XP 014181502.1
XP_014181674.1
XP 014181713.1
XP_014181855.1
XP_014181856.1
XP 014181858.1
XP_014181867.1
XP 014181888.1
XP 014181940.1
XP_014182064.1
XP 014182115.1
XP_014182274.1
XP_014182302.1
XP 014182356.1
XP_014182357.1
XP 014182358.1
XP 014182372.1
XP_014182376.1
XP 014182455.1
XP_014182480.1
XP_014182498.1
XP 014182543.1
XP_014182544.1
XP 014182561.1
XP 014182566.1
XP_014182748.1
XP 014182913.1
XP_014183004.1
XP_014183027.1
XP 014183071.1

246
171
643
132
238
116
126
226
179
212
161
135
99
564
408
695
517
608
168
449
405
178
320
128
246
639
414
128
376
125
150
153
216
131
510
547
409
173
433
468
281
161
391
131

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
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XP_014183088.1
XP_014183128.1
XP_014183141.1
XP_014183150.1
XP_014183178.1
XP_014183223.1
XP_014183240.1
XP_014183263.1
XP_014183270.1
XP_014183275.1
XP_014183286.1
XP_014183299.1
XP_014183329.1
XP_014183565.1
XP_014183589.1
XP_014183605.1
XP_014183618.1
XP_014183663.1
XP_014183679.1
XP_014183681.1
XP_014183723.1
XP_014183730.1
XP_014183737.1
XP_014183795.1
XP_014183886.1
XP_014183897.1
XP_014183969.1
XP_014184000.1
XP_014184002.1
XP_014184003.1
XP_014184004.1
XP_014184010.1
XP_014184029.1
XP_014184061.1
XP_014184168.1
XP_014184170.1
XP_014184171.1
XP_014184175.1
XP_014184182.1
XP_014184219.1
XP_014184236.1
XP_014184258.1
XP_014184259.1
XP_014184260.1

236
228
256
580
319
504
505
474
100
606
343
481
132
586
875
491
221
663
156
94
463
895
575
237
387
423
485
183
249
169
131
180
452
636
141
392
139
294
306
383
818
319
291
289

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
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XP 014184264.1
XP_014184265.1
XP_014184274.1
XP 014184350.1
XP_014184433.1
XP 014184434.1
XP 014184473.1

143
149
195
167
136
137
212

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR
EXTRACELULAR

Fonte: Da autora.
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Apéndice B - As 268 proteinas analisadas no VaxiJen v2.0.

ID das Numero de Score de ID das Numero de Score de

proteinas aminoacidos  VaxiJen v2.0* proteinas aminoacidos VaxiJen v2.0*
XP_014176263.1 281 0.6003 XP_014177024.1 388 0.7841
XP_014176270.1 85 0.5901 XP_014177071.1 368 0.6200
XP_014176272.1 381 0.6104 XP_014177134.1 182 0.9022
XP_014176291.1 512 0.5089 XP_014177212.1 212 0.7342
XP_014176328.1 174 0.6382 XP_014177230.1 311 0.6967
XP_014176348.1 141 0.5804 XP_014177266.1 239 0.6826
XP_014176352.1 288 0.7570 XP_014177292.1 588 0.6090
XP_014176353.1 274 0.8747 XP 014177355.1 122 0.4515
XP_014176411.1 281 0.9510 XP 014177369.1 354 0.2157
XP_014176426.1 571 0.6378 XP_014177385.1 362 0.5406
XP_014176478.1 575 0.7224 XP 014177586.1 427 0.4349
XP 014176484.1 83 0.1532 XP_014177639.1 555 0.5415
XP_014176505.1 210 1.398 XP_014177675.1 165 0.8391
XP_014176506.1 177 0.8080 XP_014177718.1 408 0.7047
XP 014176558.1 166 0.4616 XP_014177727.1 165 1.025
XP_014176566.1 190 0.7144 XP_014177744.1 195 0.7046
XP_014176635.1 441 0.6560 XP_014177746.1 190 0.8505
XP_014176674.1 294 1.018 XP 014177747.1 175 0.4802
XP_014176675.1 197 0.6773 XP_014177748.1 229 0.8052
XP_014176693.1 247 0.6191 XP 0141777571 250 -0.4218
XP 014176697.1 166 0.0053 XP_014177861.1 439 0.7153
XP 014176698.1 237 0.4241 XP_014178023.1 136 -0.4041
XP_014176700.1 256 1.016 XP_014178037.1 560 0.7054
XP_014176734.1 157 1.160 XP_014178049.1 607 0.6086
XP_014176735.1 159 0.7300 XP_014178053.1 212 0.7299
XP_014176757.1 256 0.5472 XP_014178171.1 260 0.9078
XP_014176779.1 193 0.7249 XP_014178234.1 179 0.5860
XP_014176811.1 220 0.8212 XP_014178245.1 144 0.7528
XP_014176823.1 257 0.5115 XP_014178337.1 325 0.3122
XP_014176825.1 129 0.6729 XP_014178356.1 438 0.5769
XP 014176889.1 93 0.3339 XP_014178363.1 354 0.5352
XP 014176907.1 81 0.2045 XP_014178375.1 674 0.6714
XP 014176908.1 100 0.4683 XP_014178376.1 141 0.5128
XP_014176909.1 93 0.5980 XP_014178377.1 144 0.5626
XP_014176950.1 238 1.118 XP_014178392.1 180 0.8376
XP_014176974.1 223 1.066 XP_014178418.1 161 0.7804
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XP_014178437.1
XP_014178440.1
XP_014178443.1
XP_014178513.1
XP_014178517.1
XP_014178537.1
XP_014178544.1
XP_014178554.1
XP_014178570.1
XP_014178588.1
XP_014178594.1
XP_014178646.1
XP_014178657.1
XP_014178841.1
XP_014178843.1
XP_014178848.1
XP_014178884.1
XP_014178912.1
XP_014178918.1
XP_014178920.1
XP_014178967.1
XP_014179054.1
XP_014179055.1
XP_014179061.1
XP_014179066.1
XP_014179069.1
XP_014179124.1
XP_014179129.1
XP_014179141.1
XP_014179250.1
XP_014179252.1
XP_014179266.1
XP_014179299.1
XP_014179308.1
XP_014179371.1
XP_014179404.1
XP_014179418.1
XP_014179486.1
XP_014179556.1
XP_014179590.1

305
151
379
141
172
553
315
171
296
611
317
370
584
513
603
192
177
587
426
400
506
152
166
182
231
232
362
107
89
258
116
190
466
208
322
449
350
662
366
512

0.6015
0.9210
0.7512
0.7923
0.8236
0.6115
0.8544
1.144

0.3370
0.4820
0.7491
0.8628
0.6264
0.5329
0.8166
0.4916
0.5722
0.7681
0.7582
0.6048
0.7463
0.8520
0.7494
0.9909
0.8376
0.5788
0.6197
0.6606
0.4988
0.5959
0.5477
0.9094
0.5074
1.022

0.5105
0.7475
1.101

0.5841
0.1994
0.3429

XP_014179627.1
XP_014179635.1
XP_014179837.1
XP_014179881.1
XP_014179948.1
XP_014179997.1
XP_014180075.1
XP_014180099.1
XP_014180166.1
XP_014180204.1
XP_014180223.1
XP_014180224.1
XP_014180225.1
XP_014180227.1
XP_014180228.1
XP_014180250.1
XP_014180252.1
XP_014180253.1
XP_014180263.1
XP_014180282.1
XP_014180283.1
XP_014180315.1
XP_014180326.1
XP_014180351.1
XP_014180354.1
XP_014180386.1
XP_014180398.1
XP_014180455.1
XP_014180518.1
XP_014180521.1
XP_014180524.1
XP_014180526.1
XP_014180538.1
XP_014180564.1
XP_014180571.1
XP_014180616.1
XP_014180666.1
XP_014180763.1
XP_014180802.1
XP_014180838.1

870
283
187
255
713
255
315
235
374
479
149
305
127
161
139
420
101
98
72
136
303
154
265
538
261
391
447
429
305
119
229
193
108
658
176
445
690
264
71
266

0.5426
0.6357
0.6115
0.4920
0.4524
1.078

0.6864
0.7106
0.6148
0.4601
0.6311
0.5078
0.9759
0.4394
0.2248
0.7758
0.6762
0.4485
0.6663
0.5326
0.5858
0.3403
0.8409
0.4875
0.8580
0.4575
0.6732
0.5488
0.3406
0.9554
0.9840
0.8378
0.2327
0.9432
0.9532
0.6769
0.6052
0.9024
0.6540
0.7783
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XP_014180841.1
XP_014180844.1
XP_014180849.1
XP_014180861.1
XP_014180862.1
XP_014180863.1
XP_014180898.1
XP_014180925.1
XP_014180928.1
XP_014180955.1
XP_014180970.1
XP_014180971.1
XP_014180972.1
XP_014180973.1
XP_014180978.1
XP_014181003.1
XP_014181018.1
XP_014181029.1
XP_014181030.1
XP_014181046.1
XP_014181060.1
XP_014181065.1
XP_014181078.1
XP_014181130.1
XP_014181235.1
XP_014181288.1
XP_014181300.1
XP_014181306.1
XP_014181343.1
XP_014181344.1
XP_014181374.1
XP_014181405.1
XP_014181413.1
XP_014181423.1
XP_014181426.1
XP_014181446.1
XP_014181477.1
XP_014181502.1
XP_014181674.1
XP_014181713.1

353
718
106
197
165
622
519
273
204
781
89
103
84
112
170
404
582
148
210
1004
145
116
109
246
171
643
132
238
116
126
226
179
212
161
135
99
564
408
695
517

1.002
0.7797
0.8181
0.9563
0.7100
0.5079
0.5427
0.6935
0.3735
0.7343
0.5450
0.3147
0.5603
0.3272
0.7651
0.6327
0.8030
0.6832
0.5023
0.6649
0.9009
0.4025
0.4188
0.3115
0.5853
0.4257
0.7029
0.8181
0.0669
0.3809
0.3159
0.3961
0.7031
1.1112
0.6546
0.2499
-0.1344
0.7271
0.6054
0.6117

XP_014181855.1
XP_014181856.1
XP_014181858.1
XP_014181867.1
XP_014181879.1
XP_014181888.1
XP_014181940.1
XP_014182064.1
XP_014182115.1
XP_014182274.1
XP_014182302.1
XP_014182356.1
XP_014182357.1
XP_014182358.1
XP_014182372.1
XP_014182376.1
XP_014182455.1
XP_014182480.1
XP_014182498.1
XP_014182543.1
XP_014182544.1
XP_014182561.1
XP_014182566.1
XP_014182748.1
XP_014182913.1
XP_014183004.1
XP_014183027.1
XP_014183071.1
XP_014183088.1
XP_014183128.1
XP_014183141.1
XP_014183150.1
XP_014183178.1
XP_014183223.1
XP_014183240.1
XP_014183263.1
XP_014183270.1
XP_014183275.1
XP_014183286.1
XP_014183299.1

608
168
449
405
211
178
320
128
246
639
414
128
376
125
150
153
216
131
510
547
409
173
433
468
281
161
391
131
236
228
256
580
319
504
505
474
100
606
343
481

0.6853
0.7695
0.6905
0.6846
0.5115
0.6951
0.5482
0.1267
0.2401
0.6532
0.6159
0.6232
0.4798
0.4705
0.2351
0.9934
0.9141
0.6498
0.5003
0.7120
0.7794
0.8163
0.9282
0.6463
0.8047
0.4130
0.7082
0.8588
0.3525
0.9296
0.9151
0.7103
0.9602
0.6295
0.6019
0.5964
0.3880
0.6616
0.8498
0.8233
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XP_014183565.1
XP_014183589.1
XP_014183605.1
XP_014183618.1
XP_014183663.1
XP_014183679.1
XP_014183681.1
XP_014183723.1
XP_014183730.1
XP_014183737.1
XP_014183795.1
XP_014183886.1
XP_014183897.1
XP_014183969.1
XP_014184000.1
XP_014184002.1
XP_014184003.1
XP_014184029.1

XP_014184061.1
XP_014184168.1
XP_014184170.1
XP_014184171.1
XP_014184175.1
XP_014184182.1
XP_014184219.1
XP_014184236.1
XP_014184258.1
XP_014184259.1
XP_014184260.1
XP_014184264.1
XP_014184265.1
XP_014184274.1

586
875
491
221
663
156
94
463
895
575
237
387
423
485
183
249
169
452

636
141
392
139
294
306
383
818
319
291
289
143
149
195

0.7299
0.7313
0.6230
0.6027
0.7962
0.4862
-0.2160
0.4447
0.6635
0.7529
0.4344
0.3229
0.6641
0.8498
0.8330
1.1864
0.5148
0.5661

0.5199
0.4573
0.3105
0.2719
0.7163
0.3294
0.6012
0.8536
0.5552
0.1779
0.3484
0.4058
0.4597
0.8799
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