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RESUMO
A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) € um complexo de enfermidades
hemoparasitarias causado por Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma
marginale, sendo B. bovis 0 agente associado aos quadros clinicos mais severos da

TPB. Seu controle envolve o manejo do carrapato vetor, a quimioprofilaxia e

o))

utilizacdo de vacinas vivas, estratégias que apresentam limitac6es relacionadas a
resisténcia a acaricidas, a manutencdo da estabilidade enzodtica e aos riscos e
dificuldades associados ao uso de agentes infecciosos viaveis. Nesse contexto, o
desenvolvimento de vacinas baseadas em antigenos definidos representa uma
alternativa promissora, e a vacinologia reversa, integrada a ferramentas de
bioinformética e imunoinformatica, permite a identificacdo e priorizacdo racional de
candidatos a partir de informacfes gendmicas. Assim, este estudo teve como objetivo
identificar e avaliar epitopos candidatos de B. bovis por meio da integracdo de
vacinologia reversa, genética molecular e imunologia experimental. Inicialmente, o
proteoma predito a partir do genoma de referéncia da linhagem de B. bovis T2Bo,
constituido por 3.959 proteinas codificadoras, foi analisado in silico, e a aplicacdo dos
critérios de selecao permitiu priorizar nove proteinas de membrana plasmatica com
escores de antigenicidade superiores a 0,7 no VaxiJen, a partir das quais foram
preditos 31 epitopos candidatos. As regides génicas correspondentes aos candidatos
selecionados foram avaliadas em isolados brasileiros de B. bovis por PCR,
sequenciamento e andlise de alinhamento. Foi observada elevada conservacao das
regides analisadas do gene BBOV_IV000770, que codifica a proteina predita
XP_001609243.1 e contém cinco dos epitopos selecionados. A partir dessa validacao,
foram sintetizados os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-
Bbovis-5E5, inicialmente conjugados a proteina carreadora KLH. Os peptideos
conjugados foram avaliados quanto a imunorreatividade por ELISA indireto, utilizando
soros de bovinos submetidos a infeccdo experimental por B. bovis, e quanto a
modulacéo da atividade metabdlica de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs), utilizando células provenientes de animais previamente expostos a infec¢ao
natural por B. bovis. Os peptideos também foram avaliados em sua forma livre nos
ensaios de ELISA e de reducdo da resazurina. Os peptideos conjugados a proteina
carreadora KLH nao apresentaram reconhecimento por IgG atribuivel aos peptideos
e nao diferiram de forma consistente do KLH isolado quanto a atividade metabdlica
das PBMCs. Na forma livre, os peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5



apresentaram reconhecimento sorolégico por IgG em parte dos animais positivos para
B. bovis, com heterogeneidade entre as amostras, e o0s trés peptideos apresentaram
perfis distintos de modulac&o da atividade metabdlica das PBMCs, destacando-se o
CNPGL-Bbovis-5E3 por apresentar efeitos associados a concentracéo e ao tempo de
incubagcé&o. Em conjunto, os resultados permitiram priorizar candidatos de B. bovis
com evidéncias de conservacdo, reconhecimento sorolégico e atividade funcional,
destacando o CNPGL-Bbovis-5E3 como candidato antigénico promissor. Estudos
especificos de imunogenicidade e protecdo ainda sdo necessarios para determinar
seu potencial vacinal e, adicionalmente, avaliar a aplicabilidade dos candidatos em
estratégias imunodiagnosticas.

Palavras-chave: Babesia bovis. Vacinologia reversa. Epitopos. ELISA. PBMCs



ABSTRACT
Bovine Parasitic Sadness (BPS) is a complex of hemoparasitic diseases caused by
Babesia bovis, Babesia bigemina, and Anaplasma marginale, with B. bovis being the
agent associated with the most severe clinical manifestations of BPS. Its control
involves management of the tick vector, chemoprophylaxis, and the use of live
vaccines, strategies that present limitations related to acaricide resistance,
maintenance of enzootic stability, and the risks and practical difficulties associated with
the use of viable infectious agents. In this context, the development of vaccines based
on defined antigens represents a promising alternative, and reverse vaccinology,
integrated with bioinformatics and immunoinformatics tools, enables the identification
and rational prioritization of candidates based on genomic information. Therefore, this
study aimed to identify and evaluate candidate epitopes of B. bovis through the
integration of reverse vaccinology, molecular genetics, and experimental immunology.
Initially, the predicted proteome derived from the reference genome of the B. bovis
T2Bo strain, comprising 3,959 protein-coding genes, was analyzed in silico, and
application of the selection criteria allowed the prioritization of nine plasma membrane
proteins with VaxiJen antigenicity scores above 0.7, from which 31 candidate epitopes
were predicted. The gene regions corresponding to the selected candidates were
evaluated in Brazilian B. bovis isolates by PCR, sequencing, and alignment analysis.
High conservation was observed in the analyzed regions of the BBOV_ V000770 gene,
which encodes the predicted protein XP_001609243.1 and contains five of the
selected epitopes. Based on this validation, the peptides CNPGL-Bbovis-5E2,
CNPGL-Bbovis-5E3, and CNPGL-Bbovis-5E5 were synthesized, initially conjugated
to the carrier protein KLH. The conjugated peptides were evaluated for
immunoreactivity by indirect ELISA using sera from cattle experimentally infected with
B. bovis, and for their effects on the metabolic activity of peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) using cells obtained from animals previously exposed to natural B. bovis
infection. The peptides were also evaluated in their free form using ELISA and the
resazurin reduction assay. The peptides conjugated to the carrier protein KLH showed
no IgG recognition attributable to the peptides and did not consistently differ from KLH
alone in terms of PBMC metabolic activity. In their free form, the peptides CNPGL-
Bbovis-5E3 and CNPGL-Bbovis-5E5 showed serological 1gG recognition in a subset
of B. bovis-positive animals, with heterogeneity among samples, while the three

peptides exhibited distinct profiles of modulation of PBMC metabolic activity. CNPGL-



Bbovis-5E3 stood out by showing effects associated with peptide concentration and
incubation time. Overall, the results enabled the prioritization of B. bovis candidates
based on evidence of conservation, serological recognition, and functional activity,
highlighting CNPGL-Bbovis-5E3 as a promising antigenic candidate. Further studies
specifically addressing immunogenicity and protection are required to determine its
vaccine potential and, additionally, to assess the applicability of these candidates in
immunodiagnostic strategies.

Keywords: Babesia bovis. Reverse vaccinology. Epitopes. ELISA. PBMCs.
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1 INTRODUGCAO

A pecuéria bovina apresenta grande importancia econémica e social no Brasil,
contribuindo de forma expressiva para as cadeias produtivas de carne e leite e
ocupando posicéo de destaque no cenario agropecuario nacional e internacional. Em
2024, o efetivo bovino brasileiro atingiu aproximadamente 238,2 milhdes de cabecas,
correspondendo a cerca de 15% do rebanho bovino mundial, estimado em
aproximadamente 1,58 bilhdo de animais (FAO, 2025; IBGE, 2025a). No mesmo ano,
foram abatidos 39,27 milh6es de bovinos sob inspecdo sanitaria (IBGE, 2025b),
enquanto a producao de leite alcancou 35,7 bilhdes de litros (IBGE, 2025a). As
exportacdes brasileiras de carne bovina atingiram aproximadamente 2,89 milhdes de
toneladas e movimentaram US$ 12,8 bilhdes, estabelecendo recorde histérico
(ABIEC, 2025). Em 2024, o agronegocio representou 23,2% do Produto Interno Bruto
(PIB) brasileiro, enquanto o ramo pecuario apresentou crescimento de 12,48% no
periodo (CEPEA, 2025). Nesse contexto, a manutengdo da sanidade dos rebanhos
constitui um dos principais fatores para a sustentabilidade e a eficiéncia dos sistemas
de producédo, uma vez que enfermidades infecciosas e parasitarias comprometem o
desempenho produtivo e geram perdas econbémicas associadas a reducdo da
produtividade, mortalidade e custos elevados com tratamento e medidas de controle.

A Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) constitui um importante problema sanitario
para a bovinocultura brasileira, sendo causada pelos hemoparasitas Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Entre esses agentes, B. bovis apresenta
maior relevancia clinica por estar associado as formas mais severas e a maiores taxas
de mortalidade, especialmente em animais susceptiveis (Suarez et al., 2019; Bock et
al., 2004). A doenca pode resultar em mortalidade, reducdo do ganho de peso e da
producdo leiteira, além de custos associados ao tratamento e as medidas de
prevencao e controle.

A ocorréncia da babesiose bovina esta diretamente relacionada a distribuicdo
do carrapato Rhipicephalus microplus, seu principal vetor, tornando a prevencéo e o
controle da infeccdo desafios relevantes para a manutencdo da sanidade e da
produtividade dos rebanhos. O controle da babesiose envolve principalmente o
controle do vetor por meio do uso de acaricidas e a administragcdo de farmacos
babesicidas para prevencgéo ou tratamento da doenca. Entretanto, o uso frequente de
acaricidas tem favorecido a selecdo de populacbes de carrapatos resistentes,

reduzindo a eficacia dos tratamentos disponiveis, enquanto a utilizacdo de
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quimioterapicos babesicidas, como o dipropionato de imidocarb e o diaceturato de
diminazeno apresenta limitagdes relacionadas a toxicidade, aos residuos em produtos
de origem animal e a possibilidade de selecéo de parasitos resistentes. Além disso, o
controle intensivo do vetor pode reduzir a exposicdo natural dos animais aos
hemoparasitas e interferir na manutencéo da estabilidade enzootica dos rebanhos.

Vale mencionar ainda que, apesar de sua importancia historica, as vacinas
vivas também apresentam limitacdes, principalmente relacionadas a biosseguranca,
producédo, armazenamento e variabilidade dos isolados utilizados (Abbas et al., 2014,
Rodriguez-Vivas et al., 2018; De Waal, 2006). Por isso, estas vacinas ndo estdo mais
disponiveis no Brasil e ndo existe interesse da industria em retomar sua producao.
Diante dessas limitacdes, o desenvolvimento de estratégias vacinais baseadas em
antigenos definidos representa uma alternativa de interesse para a prevencdo da
babesiose bovina. Diferentemente das abordagens fundamentadas na utilizacéo de
parasitos vivos, vacinas de subunidades e estratégias baseadas em epitopos
permitem direcionar a resposta imunologica para regides especificas dos antigenos,
evitando a utilizacdo de agentes infecciosos vivos (Parvizpour et al., 2020). Entretanto,
a elevada complexidade antigénica de B. bovis e a variabilidade genética observada
entre seus isolados tornam a identificacdo de candidatos adequados uma etapa
desafiadora.

Nesse cenario, a vacinologia reversa constitui uma abordagem relevante para
a identificacdo racional de candidatos vacinais a partir de informagbes gendmicas.
Inicialmente proposta como uma estratégia para identificacdo de antigenos a partir da
informacdo gendmica de patdégenos, essa abordagem foi posteriormente ampliada
pelo avanco da bioinformatica e da imunologia, permitindo a sele¢éo e priorizacéo in
silico de proteinas e regides com potencial de reconhecimento imunolégico. Para
organismos complexos, como B. bovis, essa estratégia possibilita ampliar a
prospeccdo de candidatos além daqueles tradicionalmente investigados, integrando
diferentes caracteristicas dos antigenos e reduzindo o nimero de candidatos a serem
posteriormente avaliados experimentalmente (Rappuoli, 2001; Goodswen et al., 2012;
Jiang et al., 2023).

Entretanto, a identificacao in silico ndo é suficiente para estabelecer relevancia
biolégica dos antigenos. A utilizacdo de sequéncias provenientes de linhagens de
referéncia pode limitar a aplicabilidade dos candidatos quando existem diferencas

genéticas em relacéo aos isolados circulantes na populagdo-alvo. Assim, a avaliacao
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da conservacdo das regibes selecionadas em isolados brasileiros, seguida da
caracterizacdo experimental do reconhecimento imunoldgico e dos possiveis efeitos
sobre células do hospedeiro, constitui uma etapa importante para a priorizacdo de
epitopos candidatos de B. bovis.

Desse modo, este estudo integrou abordagens de vacinologia reversa,
genética molecular, bioinformatica e imunologia experimental para identificar e avaliar
epitopos candidatos de B. bovis. Inicialmente, foram selecionados epitopos
potencialmente imunogénicos a partir do proteoma predito do genoma de referéncia
da linhagem de B. bovis T2Bo. Em seguida, as regides génicas correspondentes
foram avaliadas em isolados brasileiros quanto a sua conservacao, e, a partir dos
candidatos priorizados, trés peptideos foram sintetizados para avaliacdo do
reconhecimento soroldgico e da atividade metabdlica de células mononucleares do
sangue periférico de bovinos. A hipétese deste estudo é que epitopos candidatos de
B. bovis podem ser identificados por abordagens de vacinologia reversa, apresentar
conservacao em isolados brasileiros e exibir caracteristicas imunolégicas favoraveis

guando avaliados experimentalmente.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 TRISTEZA PARASITARIA BOVINA

A pecuéaria bovina desempenha papel estratégico para a economia brasileira,
contribuindo de forma expressiva para as cadeias produtivas de carne e leite e para
a geracdo de empregos. A manutencdo da sanidade dos rebanhos é fundamental
para a eficiéncia desses sistemas, uma vez que enfermidades infecciosas e
parasitarias podem comprometer o desempenho produtivo e gerar perdas
econdbmicas. Estimativas realizadas no Brasil indicaram perdas econémicas
potenciais anuais de aproximadamente US$ 13,96 bilhdes associadas as principais
parasitoses de bovinos avaliadas, sendo cerca de US$ 3,24 bilhdes atribuidos ao
carrapato R. microplus, considerando perdas na producéo de carne e leite, prejuizos
diretos ao hospedeiro em decorréncia da infestacdo e doencas transmitidas por eles
(Grisi et al., 2014). No setor leiteiro, especificamente, a infestacdo por R. microplus foi
associada a uma reducdo potencial estimada de 90,24 L de leite por vaca por
lactacdo, correspondendo a aproximadamente US$ 922,36 milhbes em perdas
guando extrapolada para o rebanho leiteiro considerado no estudo (Grisi et al., 2014).
Nesse contexto, a Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), que é transmitida principalmente
por R. micropus, constitui um importante problema sanitario para a bovinocultura.

A TPB é um complexo de enfermidades hemoparasitarias que acomete bovinos
e € causado por trés principais agentes etioldgicos: Babesia bovis, Babesia bigemina
e Anaplasma marginale (Farias, 1995, 2001). As espécies do género Babesia spp.,
protozodrios intraeritrocitarios pertencentes ao filo Apicomplexa, sdo responsaveis
pela babesiose bovina, enquanto A. marginale, uma bactéria Gram-negativa da ordem
Rickettsiales, € o agente etiolégico da anaplasmose bovina. Essas enfermidades
podem ocorrer de forma isolada ou concomitante nos animais infectados e, embora
sejam causadas por agentes taxonomicamente distintos, apresentam similaridades
guanto as manifestacdes clinicas e a epidemiologia, 0 que justifica seu agrupamento
sob a denominacéo de TPB (Silva et al., 2021).

A transmissdo das espécies de Babesia depende obrigatoriamente da
participagdo de carrapatos como vetores biolégicos. Em bovinos, R. microplus é o
principal vetor de B. bovis e B. bigemina, sendo o parasito adquirido pelo carrapato
durante o repasto sanguineo e posteriormente transmitido ao hospedeiro vertebrado
sob a forma de esporozoitos presentes nas glandulas salivares. Em B. bovis, a

transmissao ocorre principalmente por larvas infectadas de R. microplus, enquanto B.
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bigemina é transmitida principalmente pelos estagios de ninfa e adulto. Essa diferenca
esta relacionada ao tempo necessario para o desenvolvimento dos esporozoitos no
vetor: em B. bovis, esse processo ocorre poucos dias apés o inicio do repasto larval,
enquanto B. bigemina necessita de periodo mais prolongado para completar seu
desenvolvimento infectante (Bock et al., 2004).

Diferentemente das babesioses, A. marginale pode ser transmitido tanto
biologicamente por carrapatos quanto mecanicamente por dipteros hematéfagos,
como moscas e tabanideos, e por fomites contaminados, incluindo agulhas,
instrumentos cirdrgicos e materiais utilizados no manejo dos animais (Kocan et al.,
2010). A distribuicdo da TPB est4, portanto, diretamente relacionada a ocorréncia dos
vetores e as condicdes ambientais que favorecem sua manutencdo. Para R.
microplus, temperaturas elevadas e alta umidade relativa favorecem o
desenvolvimento e a persisténcia do vetor, especialmente em regides tropicais e
subtropicais (Farias, 2001; Sales et al., 2024).

A dinamica de transmissao dos agentes da TPB também esta diretamente
relacionada aos conceitos de estabilidade e instabilidade enzodtica. Em regides de
estabilidade enzoodtica, nas quais a presenca do vetor permite exposicao
relativamente continua dos bovinos aos hemoparasitas ao longo do ano, a maioria
dos animais entra em contato com os agentes ainda nos primeiros meses de vida,
periodo em que apresenta maior resisténcia ao desenvolvimento das manifestacées
clinicas da doenca. A exposicao precoce favorece o estabelecimento de imunidade
parcial protetora e reduz a ocorréncia de doenca clinica em animais adultos.
Entretanto, animais susceptiveis, como bovinos provenientes de areas livres do
carrapato, nascidos de mées soronegativas, animais taurinos e rebanhos submetidos
a falhas nos programas de controle sanitario, podem permanecer vulneraveis a
doenca. Em contrapartida, regides de instabilidade enzodtica apresentam
interrupgcdes ou reducdes tempordrias na transmissdo em alguns periodos do ano,
frequentemente relacionadas a seca ou baixas temperaturas, que limitam o
desenvolvimento de R. microplus. Nessas condi¢cdes, uma parcela dos animais
permanece susceptivel até a idade adulta, aumentando o risco de surtos clinicos
guando a exposicdo aos agentes é restabelecida. Situagdo semelhante pode ocorrer
em rebanhos submetidos ao controle intensivo ou a erradicacdo do carrapato, nos

guais a reducdo da exposicdo precoce aos hemoparasitas pode comprometer o
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desenvolvimento da imunidade protetora (Mahoney; Ross, 1972; Bock et al., 2004,
Guimarées et al., 2011; Souza et al., 2018; Suarez; Noh, 2011).

Os agentes da TPB apresentam tropismo por células sanguineas e podem
desencadear alteracbes hematoldgicas e inflamatérias de intensidade variavel. Na
babesiose bovina, a destruicao de eritrocitos pode resultar em anemia, febre, ictericia,
hemoglobinaria, apatia, anorexia, fraqueza, perda de peso e reducdo da
produtividade, enquanto a anaplasmose € caracterizada principalmente por anemia
hemolitica extravascular e ictericia. Nos casos graves de babesiose, especialmente
em animais susceptiveis infectados por B. bovis, a doenc¢a pode evoluir rapidamente
para alteracfes sistémicas severas e morte (Bock et al., 2004; Kocan et al., 2010).

Entre os agentes etioldégicos da TPB, B. bovis apresenta particular relevancia
por sua elevada patogenicidade e associacdo com as formas mais severas da
babesiose bovina. Além da destruicdo eritrocitaria, a infeccdo por B. bovis esta
associada a modificacdo da superficie das hemacias e a citoaderéncia dos eritrécitos
infectados ao endotélio vascular, favorecendo seu sequestro na microcirculacéo. Esse
fenbmeno contribui para a obstrugcdo do fluxo sanguineo e esta diretamente
relacionado a ocorréncia das formas neurologicas da babesiose, incluindo a
babesiose cerebral (Bock et al., 2004; O'Connor et al., 1999; Sondgeroth et al., 2013).

2.2 BABESIOSE BOVINA

Durante o ciclo biolégico de B. bovis, o parasito alterna entre o hospedeiro
vertebrado e o vetor, R. microplus (Figura 1). Durante o repasto sanguineo sobre
bovinos infectados, formas parasitarias presentes nos eritrocitos sao ingeridas pelo
carrapato e sofrem diferenciacdo no trato digestorio. No intestino do vetor, ocorre a
diferenciacdo das formas ingeridas em gametas, seguida de sua fuséo e formacgéo do
zigoto, caracterizando a fase sexuada do ciclo. O zigoto posteriormente se diferencia
em cineto, que atravessa o epitélio intestinal e se dissemina pela hemolinfa,
alcancando diferentes tecidos do vetor, incluindo os ovarios e as glandulas salivares.
Essa disseminagcdo possibilita a transmissédo transovariana e a perpetuacédo do
parasito entre geracdes do carrapato. Nas glandulas salivares, ocorre a esporogonia
e a formacdo de esporozoitos infectantes, que serdo inoculados em novos
hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo do carrapato (Mehlhorn;
Schein, 1984; Bock et al., 2004).
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ApGs a inoculacdo no hospedeiro bovino, os esporozoitos invadem eritrocitos
e diferenciam-se em trofozoitos, originando posteriormente merozoitos capazes de se
multiplicar intracelularmente. A lise das hemacias infectadas promove a liberacéo
dessas formas parasitarias e a invasdo de novos eritrocitos, contribuindo para
disseminacgao da infeccao e progressdo da parasitemia no organismo bovino (Bock et
al., 2004; Suarez; Noh, 2011).

Assim, o presente estudo teve como objetivo geral identificar e avaliar epitopos
candidatos para futuras estratégias vacinais contra a babesiose bovina causada por
B. bovis por meio de abordagens de vacinologia reversa, genética molecular e

avaliacdo imunoldgica.
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Figura 1 — Ciclo de vida de Babesia bovis.
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Nos bovinos, durante a infec¢cao aguda por B. bovis, especialmente em animais
infectados por linhagens mais virulentas, o quadro clinico pode evoluir para
manifestacdes neurologicas graves, como hiperexcitabilidade, incoordenacédo motora,
opistétono, tremores musculares, paralisia dos membros pélvicos, movimentos de
pedalagem, andar em circulos, cegueira e agressividade, sendo frequentemente fatal
(Oliveira et al.,, 2018). Esse agravamento ocorre devido a obstrucdo do fluxo
sanguineo e ao comprometimento da perfuséo tecidual, levando a hipdxia, processo
diretamente relacionado a citoaderéncia de eritrécitos infectados as células
endoteliais e ao consequente sequestro capilar das hemacias parasitadas,
principalmente no sistema nervoso central (Sondgeroth et al., 2013).

A invasao eritrocitaria por B. bovis depende da interacdo altamente especifica
entre proteinas expressas na superficie do parasito e receptores presentes na
membrana das hemacias bovinas. Diversas proteinas expressas pelos merozoitos ja
foram caracterizadas e associadas aos processos de reconhecimento, adesdo e
internalizacao celular, incluindo proteinas de superficie de merozoitos (Merozoite
Surface Antigens, ou MSASs), proteinas associadas as roptrias (Rhoptry-Associated
Proteins, ou RAPS) e proteinas do complexo apical, como AMA-1 (Apical Membrane
Antigen 1) (Mosqueda et al., 2002; Wilkowsky et al., 2003; Hidalgo-Ruiz et al., 2022).
Essas proteinas desempenham papel fundamental no estabelecimento da infec¢éo e
na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, além de constituirem importantes alvos
da resposta imune humoral e celular. Dessa forma, moléculas localizadas na
superficie parasitaria e associadas ao processo de invasao eritrocitaria tém recebido
destaque na busca por candidatos vacinais e marcadores diagndsticos,
especialmente por estarem diretamente envolvidas na interagao parasito—hospedeiro.

A resposta imunolégica contra a infec¢gdo por B. bovis envolve mecanismos
inatos e adaptativos que atuam de forma integrada no controle da parasitemia e na
limitacdo da progressdo clinica da doenca. Nos estagios iniciais da infeccdo, a
resisténcia observada em bezerros jovens esta associada a transferéncia passiva de
anticorpos maternos, especialmente por meio do colostro e a ativacdo precoce da
resposta imune inata. Essa resposta envolve a ativacao de células natural killer (NK)
e macrofagos, especialmente no baco, com participacdo de citocinas do perfil Thl,
como o interferon-gama (IFN-y), e de mecanismos efetores associados a produgao

de oOxido nitrico (NO). Em bezerros, a inducdo esplénica de IL-12 e IFN-y ocorre
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precocemente durante a infeccao priméria por B. bovis, seguida pela ativacdo de
INOS e producgéao de NO, contribuindo para o controle do parasita e da parasitemia.
Em bovinos adultos, essas respostas também podem ocorrer, porém sua inducao
tende a ser mais tardia e ocorre em um contexto regulatorio distinto, com participacao
de IL-10. A importancia do bagco nesse processo é evidenciada pela maior
suscetibilidade a infeccdo observada ap6s a esplenectomia. Além disso, o baco
desempenha papel crucial nesse processo, atuando tanto na remocéao de eritrécitos
parasitados quanto na ativacdo da resposta imune celular. Animais
esplenectomizados apresentam aumento significativo da parasitemia, evidenciando a
importancia desse 6rgao no controle da infeccao (Brown et al., 2006).

A medida que a infeccdo progride, a resposta adaptativa torna-se mais
evidente, com destaque para a participacdo dos linfécitos T CD4*, que promovem a
ativacdo de macréfagos e auxiliam na producdo de anticorpos neutralizantes,
especialmente da subclasse 1gG2, capazes de se ligar a merozoitos livres e eritrécitos
infectados. A ativacdo de macréfagos e a producao de éxido nitrico contribuem para
a eliminacdo das formas parasitarias, enquanto as citocinas produzidas durante a
infeccdo participam do controle da parasitemia. Entretanto, a producdo exacerbada
de mediadores inflamatérios também pode estar relacionada ao agravamento das
lesdes observadas nos casos clinicos mais severos. A ativacao de linfécitos T CD8*
também pode contribuir para o controle da infeccdo, embora sua relevancia funcional
ainda necessite de maior elucidag&o nesse modelo (Brown et al., 2006).

Animais previamente infectados podem desenvolver imunidade concomitante
(concomitant immunity), caracterizada pela persisténcia de pequenas quantidades do
parasito, associada a protecéo contra reinfeccdes e formas clinicas graves da doenca
(Brown et al., 2006). Essa caracteristica evidencia a complexidade da interacao
parasito—hospedeiro em B. bovis, na qual o sistema imune é capaz de controlar
parcialmente a infec¢cédo, mas frequentemente ndo promove a eliminagcdo completa do
parasito. Nesse contexto, a identificacdo de antigenos capazes de induzir respostas
imunologicas mais eficientes tem recebido crescente atencdo, especialmente
proteinas e epitopos associados a invasdo eritrocitaria e ao reconhecimento
imunolégico, considerados promissores para aplicacdo em estratégias vacinais

baseadas em imunoinformatica (Hidalgo-Ruiz et al., 2022).
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2.2.1 Estratégias atuais de controle da babesiose bovina e suas limitagdes

O controle da babesiose bovina e dos demais agentes envolvidos na TPB é um
importante desafio sanitario para a pecuaria, especialmente em regides tropicais e
subtropicais, onde a ampla distribuicdo do carrapato R. microplus favorece a
manutencdo da transmissao dos hemoparasitas no ambiente (Bock et al., 2004,
Souza et al., 2018). Embora diferentes estratégias profilaticas e terapéuticas estejam
disponiveis, muitas apresentam limitacdes relacionadas a eficacia, aplicabilidade em
campo, custos operacionais e sustentabilidade sanitaria a longo prazo.

Em regifes endémicas, a prevencao da babesiose bovina esta relacionada ao
estabelecimento precoce de imunidade protetora nos animais jovens, favorecido pela
exposicdo precoce ao Rhipicephalus microplus infectado e consequente infeccéo
natural por B. bovis. Isso ocorre porque os bezerros, nos primeiros meses de vida,
apresentam maior resisténcia ao desenvolvimento das formas clinicas graves da
doenca quando comparados aos animais adultos (Mahoney; Ross, 1972; Goff et al.,
2001). Essa maior resisténcia esta associada, sobretudo, a inducdo mais rapida e
eficiente da resposta imune inata durante a infeccao primaria, favorecendo o controle
inicial da parasitemia. Essa caracteristica também fundamentou historicamente o
desenvolvimento de estratégias de premunicdo e de vacinas vivas atenuadas,
administradas preferencialmente nessa faixa etaria, com o objetivo de induzir
imunidade protetora antes do periodo de maior susceptibilidade dos animais adultos.
Entretanto, apesar da capacidade de induzir protecdo, 0 uso de parasitos vivos
apresenta limitacdes relacionadas a seguranca, a padronizacdo e a producdo dessas
vacinas, o que reforca o interesse no desenvolvimento de alternativas vacinais
baseadas em antigenos definidos.

Atualmente, o controle da TPB depende fundamentalmente do manejo
adequado de R. microplus. Nesse contexto, 0 uso de acaricidas quimicos permanece
como uma das principais ferramentas empregadas no controle do carrapato em
sistemas de producdo bovina. Entretanto, o uso intensivo desses compostos
favoreceu a selecdo e disseminacdo de populacbes de carrapatos resistentes as
principais bases quimicas disponiveis comercialmente, reduzindo progressivamente
a eficicia dos tratamentos convencionais (Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al.,
2018). Além de favorecer a selecdo de populagbes resistentes, o uso continuo de

acaricidas também pode resultar em contaminagcdo ambiental, presenca de residuos
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em produtos de origem animal e potenciais riscos toxicolégicos para animais e
manipuladores.

Do ponto de vista epidemiolégico, o controle excessivo do vetor também pode
comprometer a manutencdo da estabilidade enzodtica nos rebanhos, reduzindo a
exposicdo precoce dos animais aos agentes hemoparasitarios e aumentando a
susceptibilidade a ocorréncia de surtos clinicos graves em bovinos adultos. Situacdo
semelhante pode ocorrer em decorréncia de condi¢cdes sazonais. No Brasil, existem
regides de instabilidade enzodtica nas quais o desenvolvimento do carrapato é
temporariamente interrompido durante periodos de seca ou baixas temperaturas,
reduzindo a transmissao dos agentes etiologicos da doenca (Souza et al., 2018). Em
ambas as condicBes, muitos animais deixam de entrar em contato com o0s
hemoparasitas durante a fase de maior resisténcia natural (quando jovens),
permanecendo altamente susceptiveis ao desenvolvimento da doengca em exposicdes
futuras (Guimaraes et al., 2011).

Na situacdo oposta, altas infestagcdes por carrapatos também representam
importante problema sanitario e produtivo. Elevadas cargas parasitarias favorecem
maior inoculacdo dos agentes etioldgicos da TPB, podendo resultar em quadros
clinicos severos, inclusive em animais jovens. Além da transmissdo dos agentes
etiolégicos da TPB, o préprio parasitismo causado por R. microplus também resulta
em prejuizos diretos ao hospedeiro, relacionados a espoliacdo sanguinea, estresse
fisiolégico, lesdes cutadneas e reducédo dos indices produtivos (Jonsson et al., 2006).

Diante das limitagOes relacionadas ao controle do vetor e da indisponibilidade
de vacinas comerciais amplamente utilizadas contra a TPB no Brasil, métodos
alternativos como a quimioprofilaxia passaram a ser empregados em algumas regides
endémicas. Essa abordagem baseia-se principalmente na administracao preventiva
de babesicidas, como o dipropionato de imidocarb, antes da exposi¢céao ao vetor ou do
aparecimento dos sinais clinicos (de Vos et al., 1986; Kuttler;Johnson, 1986; Vial;
Gorenflot, 2006). Nesse método, espera-se que, a medida que a concentracdo da
droga diminua na circulacdo, os animais passem gradativamente a entrar em contato
com carrapatos infectados e desenvolvam imunidade protetora sem evolugdo para
doenca clinica.

Entretanto, para que essa estratégia seja efetiva, é fundamental que os animais
sejam expostos a baixas cargas parasitarias do vetor, permitindo a inoculagédo dos

agentes da TPB. Apesar de apresentar potencial profilatico em determinadas
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situacdes epidemioldgicas, a quimioprofilaxia ainda é considerada um método de
dificil controle em condicbes de campo, uma vez que sua eficacia depende
diretamente do equilibrio entre exposicéo parasitaria e protecao farmacoldgica. Além
disso, o0 uso frequente de quimioterapicos pode favorecer problemas relacionados a
toxicidade, a presenca de residuos em produtos de origem animal e & sele¢cédo de
parasitos resistentes (Alves et al., 2023; Reck et al., 2024).

Outra estratégia historicamente empregada na prevencao da babesiose bovina
€ a premunicdo, também chamada de pré-imunizacdo, baseada na inoculacédo de
sangue contendo formas viaveis dos agentes da TPB em animais susceptiveis, com
0 objetivo de induzir uma infeccdo deliberadamente estabelecida capaz de estimular
o desenvolvimento de imunidade protetora (Todorovic et al., 1975). O sangue de um
animal doador infectado é colocado sob refrigeracdo antes da inoculacéo, buscando
reduzir parcialmente a viruléncia do inoculo e possibilitar eventual intervencéo
terapéutica durante o curso da infecgéo.

Essa estratégia baseia-se no principio da imunidade concomitante, porém,
apesar de sua relevancia histérica, a premunicdo apresenta importantes limitacées
sanitarias e operacionais. A utilizacdo de sangue proveniente de animais infectados
envolve risco potencial de transmissdo de outros agentes infecciosos, além da
possibilidade de evoluc¢édo para quadros clinicos severos nos animais receptores, em
decorréncia da variabilidade da viruléncia dos isolados utilizados. Além disso, a
dificuldade de padronizacdo do método e a necessidade de monitoramento veterinario
constante limitam sua aplicagcdo em larga escala (De Waal, 2006).

O principio da inducdo da imunidade protetora por meio da exposicao
controlada ao parasito também impulsionou o desenvolvimento das primeiras vacinas
contra B. bovis. Estas vacinas sado baseadas em linhagens vivas atenuadas, obtidas
a partir de passagens sucessivas em animais esplenectomizados e sdo compostas
por sangue parasitado. Essas vacinas demonstraram capacidade de induzir protecao
clinica em bovinos, reduzindo a ocorréncia de manifestacfes severas da doenca em
animais imunizados (Callow; Mellors, 1966; Sacco et al., 2001).

Entretanto, apesar de sua eficacia parcial, as vacinas vivas apresentam
importantes limitacdes relacionadas a biosseguranca, producdo e estabilidade
biolégica. Entre as principais desvantagens, destacam-se o0 risco de transmisséo de
outros patdégenos presentes no sangue inoculado, a possibilidade de reversédo da

viruléncia, a necessidade de manutencdo de cadeia fria, os elevados custos de
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producdo e armazenamento, além das preocupacdes éticas relacionadas a utilizacdo
de animais esplenectomizados para manutencdo das linhagens vacinais (Bock et al.,
2004; Santos et al., 2023). O cultivo in vitro de B. bovis constitui uma alternativa a
producédo de parasitos vacinais por passagens em animais, e diferentes sistemas de
cultivo ja foram desenvolvidos e empregados para obtencao e atenuagéo de linhagens
parasitarias, inclusive com estratégias de reducdo de componentes de origem animal
e escalonamento em biorreatores (Alvarez Martinez et al., 2021; Alvarez; Rojas;
Figueroa, 2020). No Brasil, embora existam relatos historicos de cultivo in vitro de
cepas brasileiras e de utilizacdo de produtos derivados de cultura em estudos
experimentais, n&do foram identificados, na literatura consultada, protocolos
atualmente padronizados e validados para a producao rotineira de vacinas vivas de
B. bovis por essa abordagem (Patarroyo et al., 1995). Soma-se a isso a variabilidade
genética observada entre diferentes isolados de B. bovis, fator que pode comprometer
a eficacia protetora das formulac¢des vacinais em distintas regides endémicas (Santos
et al., 2023).

2.3 VACINOLOGIA REVERSA

Os avancos nas areas de imunologia, genética molecular, biotecnologia,
genbmica e bioinformatica ocorridos nas ultimas décadas revolucionaram o
desenvolvimento de vacinas, possibilitando a identificacdo racional de antigenos
candidatos a partir das informacdes genémicas dos patdgenos. Nesse contexto,
surgiu a vacinologia reversa, estratégia inicialmente proposta por Rappuoli (2001),
gue inverteu a abordagem tradicional de desenvolvimento de vacinas ao propor a
analise do genoma completo do patdgeno para identificar potenciais antigenos, que
posteriormente foram sintetizados e avaliados experimentalmente. A abordagem foi
inicialmente aplicada a Neisseria meningitidis do sorogrupo B e permitiu a
identificagdo sistemética de candidatos vacinais a partir da informagé&o genémica, sem
a necessidade de recorrer exclusivamente a caracterizagdo experimental prévia do
agente infeccioso.

Com o avango da bioinformética e a crescente disponibilidade de dados
gendmicos, protedbmicos e estruturais, a vacinologia reversa foi progressivamente
ampliada, incorporando ferramentas computacionais para a triagem e priorizagao de
proteinas candidatas. As abordagens atuais podem considerar caracteristicas como

localizacdo subcelular, presenca de peptideos sinal, dominios transmembrana,
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conservacao entre linhagens e potencial antigénico, permitindo a reducéo sistematica
do numero de candidatos a serem submetidos a validagdo experimental (Goodswen;
Kennedy; Ellis, 2023).

Assim, o desenvolvimento de vacinas de subunidades baseadas em proteinas
ou epitopos definidos constitui uma abordagem promissora, uma vez que utiliza
componentes antigénicos especificos do patégeno, sem a presenca do agente
infeccioso integro. Dessa forma, no caso de formulacbes que nao contém
microrganismos vivos, ndo ha possibilidade de reversdo da viruléncia do agente
vacinal, além de ser possivel direcionar a resposta imune para antigenos ou epitopos
de interesse (Parvizpour et al., 2020).

Nos ultimos anos, a integracdo entre imunologia, bioinformatica, gendémica,
protedmica e ferramentas de predicdo imunologica vem permitindo a identificacao
mais precisa de epitopos B e T potencialmente imunogénicos, reduzindo custos e
tempo experimentais associados a triagem convencional de antigenos candidatos
(Jiang et al., 2023). Estudos recentes demonstram a eficiéncia da vacinologia reversa
aplicada ao desenvolvimento de vacinas contra parasitos bovinos, destacando seu
potencial na identificacdo racional de proteinas conservadas e imunologicamente
relevantes (Nogueira et al., 2024). Além disso, essas abordagens permitem selecionar
proteinas e regibes imunogénicas associadas a processos fundamentais para
sobrevivéncia e viruléncia do parasito, como adesao celular, invaséo eritrocitaria e
evasao imunologica. Entretanto, a selecdo de candidatos baseada em genomas de
referéncia torna necessaria a avaliagdo de sua conservacdo em isolados
representativos da populacédo-alvo, uma vez que variagdes genéticas entre linhagens
podem comprometer a aplicabilidade de antigenos selecionados exclusivamente por
meio de abordagens computacionais.

No caso de B. bovis, a vacinologia reversa apresenta especial relevancia
devido a elevada complexidade antigénica do parasito e a variabilidade genética
observada entre diferentes isolados geograficos (Leroith et al., 2005; Ramos et al.,
2012). Diversas proteinas associadas a superficie dos merozoitos e ao complexo
apical vém sendo investigadas como potenciais alvos vacinais, incluindo proteinas
pertencentes as familias MSA-1, MSA-2a, MSA-2c, RAP-1 e AMA-1, diretamente
relacionadas aos processos de invasdo eritrocitaria e a interagéo parasito—hospedeiro
(Lau et al., 2010; Sivakumar et al., 2013; Matos et al., 2020; EI-Alfy et al., 2023).

Alteracbes nas sequéncias génicas que codificam essas proteinas podem interferir
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diretamente na estrutura e no reconhecimento imunolégico dos epitopos,
comprometendo a eficicia de candidatos vacinais desenvolvidos a partir de uma Gnica
sequéncia de referéncia. Dessa forma, a confirmacéo da conservacao dessas regides
em isolados representativos da populacdo-alvo constitui uma etapa importante para
aumentar a confiabilidade da selecé&o de candidatos vacinais.

Nesse contexto, estudos voltados a identificacdo de proteinas conservadas e
imunologicamente relevantes vém recebendo crescente atencdo no desenvolvimento
de estratégias vacinais baseadas em vacinologia reversa e imunoinformatica (Lau et
al., 2010; Matos et al., 2020; EI-Alfy et al., 2023). Considerando que as analises in
silico sdo frequentemente realizadas com linhagens de referéncia disponiveis em
bancos publicos de sequéncias, a validacado experimental da conservacao das regides
selecionadas em isolados provenientes da populacdo onde se pretende aplicar a
vacina representa uma etapa importante para fortalecer o potencial translacional

desses candidatos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e avaliar epitopos candidatos para futuras estratégias vacinais

contra a babesiose bovina causada por Babesia bovis por meio de abordagens de

vacinologia reversa, bioinformética e avaliagdo imunoldgica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar epitopos candidatos de Babesia bovis com potencial
imunogénico por meio de abordagens de vacinologia reversa e
imunoinformatica.

Avaliar a conservacéo das regides génicas em isolados brasileiros que
codificam os epitopos selecionados por vacinologia reversa, a partir do
genoma de referéncia da linhagem T2Bo de B. bovis.

Avaliar a imunorreatividade dos peptideos correspondentes aos
epitopos selecionados, frente a anticorpos presentes em soros de
bovinos naturalmente infectados por B. bovis.

Avaliar o efeito dos peptideos correspondentes aos epitopos
selecionados sobre a atividade metabodlica celular associada a
viabilidade e proliferacdo de células mononucleares do sangue

periférico (PBMCs) de bovinos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 IDENTIFICA(;AO IN SILICO

O proteoma predito a partir do genoma completo da linhagem B. bovis T2Bo
(ASM16539v) foi obtido a partir do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) no formato FASTA (NCBI Resource Coordinators,
2015). A triagem inicial das proteinas foi conduzida por meio da predicdo de
localizacéo subcelular utilizando a plataforma CELLO v2.5 (Yu et al., 2006), sendo
priorizadas proteinas associadas a membrana plasmatica, devido ao seu potencial
envolvimento na interacdo parasito—hospedeiro.

As proteinas selecionadas foram posteriormente submetidas a andlise de
antigenicidade utilizando a ferramenta VaxiJen v2.0, adotando-se threshold de 0,7
para priorizacdo de candidatos com maior potencial imunogénico (Doytchinova;
Flower, 2007). Em seguida, a presenca de peptideo sinal foi avaliada utilizando o
SignalP-5.0 (Almagro-Armenteros et al., 2019), enquanto proteinas ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol (GPI) foram preditas utilizando a plataforma PredGPI (Pierleoni
et al., 2008).

As regifes intrinsecamente desordenadas das proteinas, caracterizadas por
segmentos sem uma conformacéo tridimensional rigidamente definida e com maior
flexibilidade estrutural, foram identificadas utilizando o IUPred3, adotando-se cutoff de
0,3 para segmentos contendo mais de nove aminoacidos (Erdés et al., 2021).
Adicionalmente, a topologia transmembrana foi avaliada utilizando a ferramenta
deepTMHMM, sendo priorizadas regides classificadas como extracelulares (outside)
devido ao maior potencial de exposicdo ao sistema imune do hospedeiro (Hallgren et
al., 2022).

A predicdo de epitopos lineares de células B foi conduzida utilizando as
plataformas BepiPred 2.0 e IEDB, adotando-se threshold de 0,5 (Jespersen et al.,
2017; Larsen et al., 2006). Para a identificacdo de potenciais epitopos de células T
com capacidade de ligagdo a moléculas BoLA de classe |, foi utilizada a ferramenta
NetMHC 4.0, considerando peptideos de nove aminoacidos e seis alelos BoLA de
classe I, com cutoff de 0,5 (Andreatta; Nielsen, 2016; Nielsen et al., 2003).

A selecao final dos epitopos baseou-se na sobreposicéo entre epitopos Be T
localizados em regibes extracelulares e intrinsecamente desordenadas, sendo
priorizados fragmentos contendo no minimo 15 aminoacidos. Os epitopos

selecionados foram posteriormente reavaliados quanto a antigenicidade utilizando
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novamente o VaxiJen v2.0, além de serem submetidos a predi¢éo de alergenicidade
pelo AllerTOP v2.0 (Dimitrov et al.,, 2014) e de toxicidade utilizando a ferramenta
ToxinPred, adotando-se cutoff de 0,6 (Gupta et al., 2014).

As propriedades fisico-quimicas das proteinas contendo o0s epitopos
selecionados foram avaliadas utilizando a plataforma ExPASy ProtParam (Wilkins et
al., 1999), incluindo peso molecular, ponto isoelétrico, indice de instabilidade, indice
alifatico e GRAVY (Grand Average of Hydropathicity). Foram priorizadas proteinas
com peso molecular inferior a 110 kDa e indice de instabilidade inferior a 40, visando
selecionar moléculas com maior potencial de estabilidade estrutural (Guruprasad et
al., 1990). A carga total das proteinas foi estimada utilizando a ferramenta Protein
Calculator v3.4.

Por fim, a analise de homologia foi conduzida utilizando BLASTp (Lu; Noble;
Keich, 2024), comparando as sequéncias selecionadas com o proteoma de Bos
taurus, com o objetivo de reduzir potenciais reatividades cruzadas, e com sequéncias
de isolados brasileiros de B. bovis depositadas no NCBI, visando avaliar a
conservacao das regides contendo os epitopos selecionados (Hu; Kurgan, 2018). O
fluxo geral da estratégia de vacinologia reversa empregada para a selecdo de
proteinas neste estudo encontra-se representado na Figura 2, passos 1 a 9. Apenas
os candidatos que atenderam a todos os critérios definidos seguiram para a etapa

final de selecao de epitopos.
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Figura 2 — Fluxograma do pipeline de bioinforméatica utilizado para a selegdo de
epitopos imunogénicos da linhagem T2Bo de Babesia bovis. O proteoma predito
a partir do genoma completo (1) foi obtido no banco de dados NCBI e submetido as
analises de localizacdo subcelular (2), antigenicidade (3), presenca de peptideo sinal
(4), ancoragem por GPI (5), regides intrinsecamente desordenadas (6), topologia

transmembrana (7) e predicédo de epitopos de células B (8) e T (9).

PROTEOMA
NCBI (B.
BOVIS T2BO) l
SIGNAL IP-5.0 VAXIJEN V2.0 CELLO V2.5
(PEPTIDEO [ (>0.7- «— (MEMBRANA
SINAL) ANTIGENICIDADE) PLASM.)
PRED GPI IUPRED 3 (0.3- DEEP TMHMM BEPIPRED 2.0
(PROTEINA REGIOES (TOPOLOGIA — IEDB
ANCORADA) DESESTRUTURADAS) TRANSMEMBRANA (EPITOPOS B)

NET MHC 4.0 SELEGAO DE

(BOLA05- EPITOPOS
EPITOPOS T)

Fonte: elaborada pela autora (2026).

4.2 DIAGNOSTICO DAS AMOSTRAS POR PCR EM TEMPO REAL

Amostras de sangue total de bovinos provenientes das regides endémicas:
Coronel Pacheco (MG), Lavras (MG), Bagé (RS) e Campo Grande (MS), foram
utilizadas para o diagnéstico molecular dos agentes associados a TPB. As coletas
foram realizadas em tubos Vacutainer® contendo EDTA, e as amostras foram
armazenadas a 4°C até o processamento.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de 100 yL de sangue total,
utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), conforme as
instrucdes do fabricante. Adicionalmente, parte das amostras foi processada por
extracao utilizando o método de fenol-cloroférmio modificado de Sambrook e Russell

(2001), realizada a partir de 500 uL de sangue total como material de partida. Apds a
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lise celular e digestao proteica, foram adicionados 300 pL de fenol e 300 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguidas homogeneizacéo e centrifugacéo a 275
X g por 5 min. A fase aquosa foi entéo transferida para um novo tubo, adicionando-se
80 pL de acetato de sodio (NaOAc 3 M) e 600 pL de isopropanol previamente resfriado
a —20 °C. ApoOs incubacdo a -20 °C por, no minimo, 2 h, as amostras foram
centrifugadas a 275 x g por 10 min. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi
lavado com 400 uL de etanol 70% gelado, seguido de centrifugacéo a 275 x g por 1
min. Apds secagem a temperatura ambiente por 30 min, o DNA foi ressuspendido em
500 pL de tampéao de eluicdo (TE, composto por 10 mM Tris HCL pH 8,0 e 1 mM
EDTA pH 8,0) e armazenado a —20 °C ou —-80 °C até o uso.

Ambos os métodos foram empregados para obtencdo de DNA gendmico
adequado as analises moleculares subsequentes. A concentracdo de DNA (ng/uL) e
sua pureza foram avaliadas por espectrofotometria utilizando o NanoDrop ™ ND-1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

O diagnéstico molecular foi realizado por PCR em Tempo Real, visando a
deteccéo dos trés principais agentes da TPB. A deteccao de A. marginale foi realizada
com base no gene mspb5, utilizando o sistema AMTR descrito por Bacanelli et al.
(2014). Para B. bovis e B. bigemina, foram utilizados os sistemas descritos por Buling
et al. (2007), baseados nos conjuntos de primers cbosg e chisg, respectivamente
(Tabela 1). As reacdes foram realizadas em volume final de 15 uL, contendo 50 a 100
ng de DNA, 7,5 pL de Power SYBR® Green PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystems™ Thermo Fisher Scientific, Warrington, Reino Unido), 0,5 uM de cada
primer e agua livre de nucleases para completar o volume final. As reacdes foram
conduzidas no equipamento Applied Biosystems™ 7300 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), sob as seguintes condi¢des de ciclagem:
etapa inicial de 2 min a 50°C, desnaturacéao inicial de 2 min a 95°C, seguidas de 40

ciclos de 95°C por 30 seg e 60°C por 1 min.
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Tabela 1 — Primers utilizados para o diagndstico molecular de agentes da
Tristeza Parasitaria Bovina por PCR em Tempo Real.

Agente Gene-alvo Primer Sequéncia (5'-3") Amplicon Referéncia
) Bacanelli et al.
A. marginale msp5 AMTR F AAGGCGAGGAGCTGTTTAAG 104 pb (2014)
] Bacanelli et al.
A. marginale msp5 AMTR R CTACTGCCTCACAAGGACGA 104 pb (2014)
] citocromo b Buling et al.
B. bovis ) . cbosg F TGTTCCTGGAAGCGTTGATTC 88 pb
mitocondrial (2007)
) citocromo b Buling et al.
B. bovis ] ) cbosg R AGCGTGAAAATAACGCATTGC 88 pb
mitocondrial (2007)
) ) citocromo b ) Buling et al.
B. bigemina ] ) chisg F TGTTCCAGGAGATGTTGATTC 88 pb
mitocondrial (2007)
) ) citocromo b ) Buling et al.
B. bigemina ] ) chisg R AGCATGGAAATAACGAAGTGC 88 pb
mitocondrial (2007)

Fonte: elaborada pela autora (2026).

Cada ensaio incluiu controle positivo (DNA previamente confirmado para cada
agente) e controle negativo (amostra sem DNA). As amostras foram consideradas
positivas quando apresentaram valores de C: < 35, associado a curva de amplificacao
caracteristica. Adicionalmente, foi realizada analise de curva de dissociagéo (melting
curve) para verificacdo da especificidade dos produtos amplificados (He et al., 2025).

Com base nos resultados obtidos, foram selecionadas amostras positivas para
B. bovis para utilizacdo nas etapas subsequentes de validacdo genbmica e ensaios

experimentais.

4.3 VALIDACAO GENOMICA DOS EPITOPOS

Com o objetivo de verificar se as regifes génicas correspondentes aos
epitopos selecionados por vacinologia reversa a partir da linhagem de B. bovis T2Bo
estavam conservadas em isolados brasileiros, foi realizada uma etapa de validacao
molecular composta por analises in silico e experimentais. Para as analises de
amplificagéo e sequenciamento, foram utilizadas duas amostras individuais positivas
para B. bovis, provenientes do rebanho do Campo Experimental José Henrique
Bruschi, em Coronel Pacheco, Minas Gerais, disponiveis no periodo de realizacéo
dos experimentos. Inicialmente, os identificadores de acesso das proteinas contendo
0s epitopos selecionados foram utilizados para rastrear 0s genes correspondentes no
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genoma completo de B. bovis disponivel no banco de dados do NCBI, utilizando-se a
extensdo GenBank Flat File Format (.gbff), que permite a analise anotada das regides
gendmicas (NCBI Resource Coordinators, 2015).

Com base no identificador de acesso da proteina, obteve-se o identificador do
gene correspondente por meio da interface do NCBI Gene. Em seguida, localizou-se
a regiao gendmica de interesse no arquivo completo do genoma, acessando a posi¢cao
anotada no final do arquivo gbff. A sequéncia correspondente a regido codificadora
foi entdo extraida e sua fidelidade confirmada com base na ferramenta ExPASy
Translate Tool, verificando-se se a traducdo da sequéncia nucleotidica recuperada
correspondia a sequéncia de aminoacidos esperada, conforme o0s epitopos
previamente registrados (Gasteiger et al., 2003).

Apos a identificacdo da sequéncia codificadora correspondente, foi realizada a
marcacao da posicao das regides previamente associadas aos epitopos. Em seguida,
os primers foram desenhados com a plataforma Primer3Plus (Untergasser et al.,
2012). A sequéncia genémica foi inserida na interface da ferramenta, e a posi¢cao dos
epitopos foi destacada por meio do campo “target”, indicando a necessidade de
flanqueamento especifico. Os parametros utilizados incluiram temperatura de
anelamento (Tm), tamanho dos primers e do amplicon, além de controles para
formacéo de dimeros e para a estrutura secundaria. Considerando a capacidade do
sequenciamento pelo método de Sanger em relacdo ao tamanho e a qualidade das
leituras obtidas, os primers foram desenhados para gerar amplicons com comprimento
entre 300 e 600 pb. Em proteinas cujos epitopos estavam distribuidos ao longo de
regides mais extensas da sequéncia génica, foram necessarios multiplos pares de
primers para garantir a cobertura da regido codificadora de interesse. Nesses casos,
os pares de primers foram denominados A e B (3A; 3B; 5A; 5B; 7A; 7B).

Os pares de primers gerados foram selecionados com base em critérios de
especificidade, eficiéncia e auséncia de complementaridade cruzada. As sequéncias
foram registradas em planilhas proprias e submetidas a analise de especificidade por
meio do BLASTn, sendo comparadas contra o genoma de referéncia de B. bovis para
confirmar a especificidade intraespécie e contra o0 genoma de Bos taurus, com o
objetivo de descartar oligonucleotideos com homologia significativa ao hospedeiro,
evitando a amplificacdo do DNA do hospedeiro (Altschul et al., 1990).

Apoés a validacao in silico, os primers foram sintetizados e utilizados para

padronizacdo de PCR convencional, com o intuito de amplificar as regifes génicas de
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interesse a partir de amostras individuais de DNA gendmico provenientes de bovinos
previamente identificados como positivos para B. bovis nos ensaios de PCR em
Tempo Real descritos anteriormente. Para os ensaios com amostras individuais,
foram utilizados DNAs obtidos a partir de sangue total. Os ensaios foram realizados
em volume final de 20 pL, contendo 10 puL de GoTag® Green Master Mix 2X (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA), 1 pL de cada primer (forward e reverse; 10 uM), 7,5
pL de DNA molde (150 ng) e 0,5 pL de agua livre de nucleases, para completar o
volume final.

As amplificacbes foram conduzidas no equipamento Applied Biosystems™
Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), utilizando
protocolo com estratégia de touchdown PCR, conforme descrito a seguir: etapa inicial
de desnaturacdo a 95°C por 10 min, seguida por 10 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 30 s, com temperatura de anelamento decrescente de 65 °C a 55°C, em reducéo
de 1°C a cada ciclo, por 60 s, e extensdao a 72°C por 60 s. Em seguida, foram
realizados 30 ciclos adicionais de desnaturacéo a 95°C por 30 s, anelamento a 55°C
por 60 s e extensdo a 72°C por 60 s. Ao final, foi realizada extenséo final a 72°C por
7 min.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
a 1,5%, utilizando marcador molecular de 100 pb (Promega Corporation, Madison, WI,
EUA,; cbodigo G2101) para verificacdo do tamanho e da especificidade das bandas.
Em cada ensaio, foram incluidos um controle positivo (Pool+), constituido por
amostras de DNA de animais positivos para B. bovis, selecionadas entre aquelas que
apresentaram baixos valores de C: nos ensaios de PCR em Tempo Real; um controle
negativo (Pool-), composto por amostras previamente identificadas como negativas
para B. bovis; e um controle branco, contendo os componentes do ensaio na auséncia
de DNA molde. Os amplicons que apresentaram amplificacdo especifica e tamanho
compativel com o esperado foram selecionados para as etapas subsequentes de
purificacdo e sequenciamento por Sanger, realizadas pela ACTGene Andlises
Moleculares Ltda. (Alvorada, RS, Brasil).

As sequéncias obtidas foram avaliadas no software DNA Baser quanto a
gualidade dos cromatogramas, considerando-se a definicdo e a nitidez dos picos
correspondentes as bases nucleotidicas. As regides iniciais e finais de baixa
gualidade foram removidas, e as sequéncias resultantes foram utilizadas para a

montagem dos contigs. Posteriormente, as sequéncias consenso foram alinhadas a
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sequéncia de referéncia do gene correspondente da linhagem T2Bo de B. bovis
utilizando a ferramenta Clustal Omega. Posi¢cdes com sobreposicdo de sinais ou
incerteza na determinacdo da base foram mantidas como bases ambiguas e

representadas de acordo com os codigos IUPAC.

4.4 PEPTIDEOS SINTETICOS

A sintese dos peptideos foi realizada pela empresa GenOne Biotechnologies
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil), utilizando sintese quimica em fase sdlida (solid-phase
peptide synthesis, SPPS), seguida de purificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e confirmacéo por espectrometria de massas. Os trés epitopos
selecionados para sintese, originalmente identificados como 5.E2, 5.E3 e 5.E5, foram
denominados CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5ES5,
respectivamente, e esses cédigos foram utilizados para identificar os peptideos
correspondentes nas etapas experimentais subsequentes.

Os peptideos selecionados foram inicialmente sintetizados na forma conjugada
a proteina carreadora KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), uma hemocianina
proveniente da hemolinfa do gastropode marinho Megathura crenulata (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA; H7017), na extremidade C-terminal, com adicdo prévia
do espacador GGGGS, considerando a intencéo de utilizar esses mesmos candidatos
em etapas posteriores do projeto destinadas a avaliacdo de sua imunogenicidade em
camundongos. A conjugacdo a uma proteina carreadora foi adotada em razédo da
limitada imunogenicidade que peptideos sintéticos podem apresentar quando
administrados isoladamente, permitindo potencializar a resposta imunoldgica contra
as sequéncias de interesse. Dessa forma, a primeira sintese foi planejada para
atender simultaneamente as diferentes etapas experimentais do projeto, incluindo a
caracterizacdo dos candidatos no presente estudo e sua posterior utilizacdo em
estudos de imunizacdo. Os peptideos foram produzidos na escala de 1 a 4 mg, com
grau de pureza superior a 75% e fornecidos na forma liofilizada, sendo posteriormente
ressuspendidos para utilizacdo nos ensaios de imunorreatividade.

Posteriormente, também foram sintetizados peptideos livres correspondentes
as mesmas regides antigénicas. Nesta segunda sintese, foi adicionada uma
sequéncia espacadora composta por cinco residuos de glicina (SGGGG) na
extremidade amino-terminal, mantendo a extremidade carboxi-terminal amidada (—

NH,). Os peptideos livres foram fornecidos na forma liofilizada, com grau de pureza
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superior a 90% para utilizagdo em ensaios imunoldgicos. A sintese dos peptideos em
sua forma livre permitiu, posteriormente, avaliar as sequéncias de interesse sem a
contribuicdo da proteina carreadora, especialmente nos ensaios destinados a
caracterizacao da reatividade soroldgica e da atividade metabdlica celular.

Para a preparacao das solu¢cdes estoque, os peptideos liofilizados, tanto os
conjugados a KLH quanto os sintetizados na forma livre, foram ressuspendidos
diretamente em PBS 1X estéril, preparado a partir da diluicdo de 100 mL de PBS 10X
em 900 mL de agua ultrapura estéril. O PBS 1X apresentou composicéao final de 8,0
g/L de NacCl, 0,2 g/L de KCl, 1,44 g/L de Na,HPO, e 0,24 g/L de KH,PO,, com pH 7,4.
Os peptideos foram ressuspendidos na concentracao final de 2 mg/mL. As solucbes
foram aliquotadas em microtubos estéreis e armazenadas a —20°C para uso rotineiro
e a -80°C para armazenamento prolongado, evitando-se ciclos repetidos de
congelamento e descongelamento.

A proteina carreadora KLH (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Cajamar, SP, Brasil;
H7017-50MG), fornecida separadamente na forma liofilizada, foi utilizada como
controle experimental nos ensaios imunolégicos. Conforme recomendacdo do
fabricante, o material foi solubilizado em 1 mL de agua ultrapura estéril, resultando em
concentragéo final de 10 mg/mL. A solugao foi aliquotada e armazenada a —20°C para
uso rotineiro e a —80°C para armazenamento prolongado. Apds o descongelamento,

as aliquotas foram mantidas em gelo até o momento da utilizacao.

4.5 ELISA INDIRETO
4.5.1 Padronizacao das condi¢cOes do ELISA indireto, por titulacdo em
chessboard, utilizando peptideos conjugados ao KLH

A padronizacéo das condi¢cdes experimentais para o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) indireto foi realizada em placas de poliestireno de alta
capacidade de adsorc¢ao proteica, Corning® Costar® 3590 High Binding (Corning Inc.,
Corning, NY, EUA). O delineamento experimental foi baseado no método de titulagdo
por chessboard (Crowther, 2009), permitindo a avaliagdo simultanea de diferentes
concentragbes antigénicas em combinacdo com diferentes diluicbes séricas,
conforme ilustrado na Figura 3.

Os peptideos sintéticos conjugados a proteina carreadora KLH e o KLH
isoladamente foram diluidos em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6). A partir das
solugdes estoque (2 mg/mL para os peptideos e 10 mg/mL para o KLH), foram
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preparadas diluicdes seriadas correspondentes as concentracdes finais de 40, 20, 10,
5e 2,5 pug/mL. O KLH, isoladamente, foi incluido como controle antigénico para avaliar
a contribuicdo da proteina carreadora para a reatividade sorologica observada. Foram
também incluidos pocos contendo apenas tampao, sem antigeno nem soro, como

controle de fundo da placa (branco).

Figura 3 — Delineamento experimental empregado na padronizacdo do ELISA
indireto com peptideos conjugados ao KLH. Peptideos conjugados ao KLH sao
representados nas colunas 1-5, em concentragbes de 40, 20, 10, 5 e 2,5 pg/mL,
respectivamente, e o KLH isoladamente nas colunas 7-11, nas mesmas
concentracfes. As colunas 6 e 12 correspondem aos controles sem antigeno. As
linhas A—G representam as diluicdes séricas de 1:50 a 1:3200, respectivamente, e a

linha H corresponde ao controle sem soro. As setas indicam a diluicdo seriada na

razéo de 1:2.
PEPTIDEO CONJUGADO KLH
ry Y Y Y MYy LN N N N Y
40 20 10 5 25 o | 4 20 10 5 25 0
pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml pg/mL pg/ml E pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml pg/ml
1 2 3 4 5 6 i 7 8 9 10 11 12
C 150 | A - : .
( 1100 | B I i
( 1200 | C i
( 1400 | D i
( 180 | E i
( 1:1600 | F i
( 1:3200 | G i
;r i

7\, Dilui¢io seriada (razio 1:2)
Fonte: elaborada pela autora (2026), com auxilio da ferramenta ChatGPT (OpenAl).

Apoés a sensibilizacdo com os antigenos, as placas foram incubadas em
camara Umida a 4°C overnight para permitir a adsor¢cdo proteica. Em seguida, o
conteudo foi descartado e as placas foram lavadas quatro vezes com PBS 1X



42

contendo 0,05% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) (PBS-T). O
blogueio dos sitios de ligacdo inespecificos foi realizado com PBS-T suplementado
com 5% de leite desnatado (Oxoid™ Skim Milk Powder), durante 2 h a 37°C, seguido
de nova etapa de lavagem.

Para a etapa de padronizagao, foram utilizados soros bovinos provenientes do
banco de amostras do laboratorio, originalmente coletados na Embrapa Pecuaria Sul,
em Bagé, RS, Brasil, e armazenados sob condi¢cdes controladas desde 2005. As
amostras positivas encontravam-se previamente classificadas quanto ao status de
infecgao por B. bovis, conforme os registros do banco de amostras (Benavides; Sacco,
2007). As amostras negativas eram provenientes de uma area livre de babesiose.
Foram preparados um pool de soros positivos e outro de soros negativos. O pool
positivo foi constituido pela combinacdo de 200 pL de cinco amostras classificadas
como positivas para B. bovis, enquanto o pool negativo foi composto pela combinacéo
de 200 pL de sete amostras classificadas como negativas. Os pools foram submetidos
a diluicbes seriadas de 1:50 a 1:3200 em PBS-T e distribuidos nas placas conforme
o delineamento experimental apresentado na Figura 3.

As placas foram incubadas com o soro diluido, por 1 h a 37°C e posteriormente
lavadas quatro vezes com PBS-T. Em seguida, foi adicionado anticorpo secundario
anti-lgG bovino conjugado a peroxidase, diluido a 1:20.000, seguido de incubacao por
1 h a 37°C. ApGs nova etapa de lavagem, a revelacdo foi realizada utilizando o
substrato cromogénico SIGMAFAST™ OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), preparado conforme as instru¢des do fabricante.
A reacao foi mantida por 15 min, protegida da luz e interrompida pela adi¢cdo de acido
sulfarico 3 M. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro de
microplacas Eon™ (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) a 492 nm.

As absorbancias foram inicialmente corrigidas pela subtracdo da absorbancia
do respectivo branco da placa, correspondente aos po¢os contendo apenas tampao,
sem antigeno nem soro. Posteriormente, para cada combinacdo de concentracao
antigénica e diluicao sérica, os valores corrigidos dos po¢os contendo antigeno e soro
foram subtraidos dos respectivos valores corrigidos dos controles contendo apenas
soro (na auséncia de antigeno) e apenas antigeno (na auséncia de soro). Na
configuracdo experimental apresentada na Figura 3, oS po¢os contendo apenas
antigeno corresponderam a linha H, enquanto os pocos contendo apenas soro

corresponderam as colunas 6 e 12. Dessa forma, foi obtida uma resposta residual
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correspondente a reatividade observada em cada combinacdo de concentracao
antigénica e diluicao sérica, apos a remocao das contribui¢cdes associadas ao branco
da placa, ao antigeno isoladamente e ao soro na auséncia de antigeno. Esse
procedimento teve como objetivo estimar a reatividade associada a presenca
simultanea do antigeno e do soro em cada condicdo experimental, minimizando a
influéncia das respostas de fundo atribuiveis, isoladamente, aos componentes do
ensaio.

Para avaliar a contribuicdo da proteina carreadora na resposta observada, o
mesmo procedimento de correcdo foi aplicado aos pocos contendo KLH
isoladamente. Posteriormente, para cada combinacdo de concentracdo antigénica e
diluicdo sérica, foi calculada a diferenca entre a resposta residual dos pocos contendo
0 peptideo conjugado ao KLH e aquela obtida nos pocos contendo apenas KLH,
considerando-se a mesma concentracao e diluicdo sérica. Essa diferenca foi utilizada
como estimativa da resposta adicional associada ao peptideo em relacao a proteina
carreadora.

As analises foram conduzidas separadamente para 0s pools de soros positivos
e negativos. Para cada combinacdo de concentracao antigénica e diluicdo sérica, a
resposta residual obtida para os peptideos conjugados foi comparada aquela obtida
para o KLH isoladamente, considerando-se a mesma concentracao e diluicdo sérica.
A selecao das condicbes experimentais foi baseada na identificacdo de respostas
residuais superiores as observadas para o KLH, associadas a maior reatividade do

pool positivo em relagcéo ao pool negativo.

4.5.2 Padronizacao das condi¢cOes do ELISA indireto, por titulagcdo em
chessboard, utilizando peptideos livres

A padronizacdo das condi¢des experimentais para o ELISA indireto utilizando
peptideos livres foi realizada em placas de poliestireno de alta capacidade de
adsorcao proteica de dois fabricantes distintos: Corning® Costar® 3590 High Binding
e Nunc-Immuno™ MaxiSorp™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), com o
objetivo de avaliar comparativamente o desempenho das diferentes superficies de
adsorcdo. O delineamento experimental foi baseado no método de titulagdo em
‘chessboard” (Crowther, 2009), permitindo a avaliagdo simultanea de diferentes
concentracfes antigénicas em combinacdo com diferentes diluicbes séricas,

conforme ilustrado na Figura 4.



SORO

"SRR

T | OO|m | m| O[O | ®|>
=Y
\

L~

Y £y

'

44

Figura 4 — Delineamento experimental do ELISA indireto com peptideos livres.
Os dois blocos representam as placas Nunc-Immuno™ MaxiSorp™ ou Corning®
Costar® 3590 High Binding, contendo os pools de soros positivo e negativo. As
colunas 1-5 e 7-11 representam as concentracfes de peptideos de 40, 20, 10,5 e
2,5 pg/mL, respectivamente, enquanto as colunas 6 e 12 correspondem a auséncia
de peptideo. As linhas A-G representam as diluicdes séricas de 1:50 a 1:3200,
respectivamente, e a linha H corresponde a auséncia de soro. As setas indicam a
diluicdo seriada na razédo de 1:2.
PEPTIDEOS LIVRES

Nunc-Immuno™ MaxiSorp ou Corning® Costar® 3590 High Binding
%  y C % % £y % 7% F 3y £7%
40 20 10 5 2,5 0 40 20 10 5 2,5 0
pg/mL ug/mL ug/mL pg/mL ug/mL pg/mL pg/mL ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL ug/mL

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pool + Pool -

1:50

1:100

1:200

1:400

E:800

1:1600

1:3200

/\\v Diluigdo seriada (razédo 1:2)

Fonte: elaborada pela autora (2026), com auxilio da ferramenta ChatGPT (OpenAl).

Foram avaliadas cinco concentragcfes de peptideos (40, 20, 10,5 e 2,5 ug/mL)
combinadas com sete diluicbes séricas (1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e
1:3200), em arranjo fatorial. O mesmo delineamento foi aplicado a ambas as placas,
conforme ilustrado na Figura 4. Foram utilizados os pools de soros positivos e
negativos descritos na secao 4.5.1. Também foram incluidos pocos contendo apenas
tampéo, sem peptideo e sem soro, como controle de fundo da placa, além de controles
contendo apenas peptideo, na auséncia de soro, e apenas soro, na auséncia de
peptideo.
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As etapas de sensibilizacdo das placas, bloqueio e lavagem inicial foram
realizadas conforme descrito na secdo 4.5.1. Apés o bloqueio, os pools de soros
positivos e negativos foram submetidos a diluicdes seriadas de 1:50 a 1:3200 em
PBS-T suplementado com 1% de leite desnatado (PBS-T-Molico 1%) e distribuidos
nos respectivos pogos, conforme o delineamento apresentado na Figura 4. As placas
foram incubadas por 1 h a 37°C. Apds a incubacao dos soros, foram realizadas cinco
lavagens com PBS-T. As etapas subsequentes de adicdo e incubacéo do anticorpo
secundario, revelacéo e leitura da absorbancia foram realizadas conforme descrito na
secao 4.5.1.

As absorbancias foram inicialmente corrigidas pela subtracdo da absorbancia
do respectivo branco da placa, correspondente aos po¢os contendo apenas tampao,
sem peptideo e sem soro. Posteriormente, para cada combinacdo de concentracao
antigénica e diluicdo sérica, os valores corrigidos dos poc¢os contendo
simultaneamente peptideo e soro foram subtraidos dos respectivos valores corrigidos
dos controles contendo apenas peptideo, na auséncia de soro, e apenas soro, na
auséncia de peptideo. Dessa forma, foi obtida uma resposta residual correspondente
a reatividade observada em cada combinacdo de concentracdo antigénica e diluicdo
sérica, apos a remocao das contribuicdes associadas ao branco da placa, ao peptideo
isoladamente e ao soro na auséncia de antigeno. Esse procedimento teve como
objetivo estimar a reatividade associada a presenca simultanea do peptideo e do soro
em cada condicdo experimental, minimizando a influéncia das respostas de fundo
atribuiveis, isoladamente, aos componentes do ensaio.

As andlises foram realizadas separadamente para os pools de soros positivos
e negativos, bem e para cada tipo de placa avaliado. A sele¢cdo das condi¢des
experimentais para a etapa subsequente de avaliacdo de amostras individuais foi
realizada considerando, conjuntamente, a magnitude da resposta residual, o
comportamento da reatividade em fungéo da concentracdo do peptideo e da diluicdo
sérica, a capacidade de discriminacdo entre 0s pools positivo e negativo, a
contribuicdo do fundo e o consumo de peptideo e de soro. Valores residuais negativos
ou proximos de zero foram mantidos nas analises, uma vez que resultaram
diretamente das etapas de corre¢do e indicaram auséncia de reatividade residual
detectavel acima das contribuigcdes dos controles considerados.
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4.5.3 Avaliacéo da reatividade sorologica de amostras individuais

A avaliacdo da reatividade sorologica de amostras individuais foi realizada
utilizando os peptideos livres, nas condicfes selecionadas durante a etapa de
padronizacdo. Para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5, foram
utilizadas as concentracdes de 20 pug/mL e a diluicdo sérica de 1:200, condi¢cdes
selecionadas a partir da analise das respostas obtidas durante a padronizacao.

Foram analisadas amostras individuais previamente classificadas quanto ao
status de infeccdo por B. bovis, incluindo 12 amostras de animais previamente
identificados como positivos, sendo cinco correspondentes aos soros utilizados na
composicdo do pool positivo e sete provenientes de animais adicionais, além de
guatro amostras de animais previamente identificados como negativos. As amostras
foram distribuidas nas placas de acordo com o delineamento experimental e
analisadas em triplicata. Foram incluidos, adicionalmente, o pool de soros positivos e
controles destinados a avaliacdo das contribuicbes do soro, do peptideo e do fundo
da placa. O pool de soros positivos foi utilizado como referéncia para a determinacao
relativa da reatividade das amostras individuais.

As etapas de sensibilizacdo das placas, bloqueio, incubacé&o dos soros, adicdo
do anticorpo secundario, revelacdo e leitura da absorbancia foram realizadas
conforme descrito na se¢do 4.5.1. Os soros individuais foram diluidos em PBS-T
suplementado com 1% de leite desnatado (PBS-T-Molico 1%) na diluicdo 1:200. Apos
a incubacao dos soros, foram realizadas cinco lavagens com PBS-T antes da adicéo
do anticorpo secundario.

As absorbancias das amostras individuais foram inicialmente corrigidas pela
subtracdo da absorbancia média do controle de fundo da placa, correspondente aos
pocos sem peptideo nem soro. A mesma correcao foi aplicada as absorbancias
obtidas para o pool de soros positivos submetido a diluicdo seriada. Os controles
contendo apenas soro, na auséncia de peptideo, e apenas peptideo, na auséncia de
soro, foram incluidos no ensaio para monitoramento das contribui¢cdes individuais dos
componentes, mas ndo foram utilizados como fatores adicionais na correcao
matematica das amostras individuais. Dessa forma, a absorbancia utilizada nas
analises correspondeu a leitura obtida apds a correcéo pelo fundo da placa.

Para a expresséo relativa da reatividade sorologica, foi utilizada a porcentagem
de positividade (PP), tendo como referéncia a resposta do pool de soros positivos na

mesma diluicho empregada para as amostras individuais. O pool positivo foi
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submetido a diluicdo seriada na razdo de 1:2, e a resposta obtida na diluicdo 1:200 foi
definida como 100% de positividade. A partir dessa referéncia, foram estabelecidas
diluicdes seriadas correspondentes a 50%, 25%, 12,5% e 6,25% de positividade, além
de diluicdes mais concentradas, correspondentes a 200% e 400%, compondo uma
série de referéncia para a magnitude da resposta sorologica.

As médias das absorbancias corrigidas do pool positivo em cada diluicdo foram
utilizadas para construir uma curva de referéncia para cada peptideo, relacionando
absorbancia e porcentagem de positividade. O ajuste foi realizado por regressao
exponencial, que melhor descreveu a relagdo observada entre as variaveis. A
equacdo obtida para cada peptideo foi utilizada para estimar a porcentagem de
positividade em relacdo ao pool positivo, correspondente as absorbancias corrigidas
das amostras individuais analisadas na diluicdo 1:200.

Para cada amostra individual, a porcentagem de positividade foi calculada
aplicando-se a equacao de regressdo a média das absorbancias corrigidas das trés
réplicas técnicas. A porcentagem de positividade foi utilizada como medida relativa da
magnitude da reatividade soroldgica frente aos peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e
CNPGL-Bbovis-5E5, permitindo a comparacdo das respostas entre as amostras
avaliadas. Adicionalmente, foi determinado um ponto de corte para cada peptideo a
partir das médias das absorbancias das amostras de referéncia negativas. O célculo
foi realizado conforme o método descrito por Frey, Di Canzio e Zurakowski (1998),
utilizando o fator de correcao de 2,335 que corresponde a condicdo de cinco controles
e 95% de confianca. O ponto de corte foi calculado pela soma da média das
absorbancias das amostras de referéncia negativas e de 2,335 vezes o respectivo
desvio-padrdo. O célculo foi realizado separadamente para os peptideos CNPGL-
Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5. As amostras com absorbéncia superior ao
respectivo ponto de corte foram classificadas como reativas, enquanto aquelas com

valores iguais ou inferiores foram classificadas como né&o reativas.

4.6 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA CELULAR POR REDUQAO DE
RESAZURINA
4.6.1 Ensaio de atividade metabdlica com peptideos conjugados com KLH

A atividade metabdlica de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) bovinas foi avaliada por meio do ensaio de reducédo da resazurina (Roldn et

al.,, 2006). Para isso, amostras de sangue periférico provenientes de bovinos
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previamente identificados como positivos para B. bovis por PCR em tempo real foram
coletadas em tubos contendo heparina e processadas imediatamente para isolamento
das PBMCs.

O sangue foi diluido em PBS 1 x estéril na proporcéo de 1:1. Em seguida, 30
mL dessa suspenséao foram cuidadosamente transferidos para tubos contendo 20 mL
de Ficoll-Paque™ PLUS (Cytiva Sweden AB, Uppsala, Suécia) a temperatura
ambiente. As amostras foram submetidas a centrifugacdo em gradiente de densidade
a 800 x g por 30 min, sem aceleracdo e sem freio. Apos a centrifugacdo, a camada
de células mononucleares localizada na interface plasma-Ficoll foi cuidadosamente
coletada e transferida para tubos estéreis.

As células foram lavadas com PBS 1X e centrifugadas a 500 x g durante 10
min. Em seguida, o pelete celular foi ressuspendido em 4 mL de tampéo de lise
eritrocitaria Ammonium-Chloride-Potassium (ACK), composto por 155 mM de NH,CI,
10 mM de KHCO; e 0,1 mM de EDTA (pH 7,4), previamente aquecido a 37°C. Ap0s
incubacao por até 2 min, a lise foi interrompida pela adicdo de PBS 1X suplementado
com 2% de soro fetal bovino (SFB), completando-se o volume para 15 mL. A
suspensdo celular foi centrifugada a 500 x g por 10 min e submetida a duas lavagens
adicionais com PBS 1X.

Ao final do processamento, as células foram ressuspendidas em meio RPMI
1640 (Gibco™, Life Technologies Ltd., Paisley, Escécia, Reino Unido), contendo
aminoacidos ndo essenciais e 110 mg/L de piruvato de sédio, suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina e 1% de L-glutamina,
constituindo o meio RPMI completo utilizado nos experimentos. A concentracao e a
viabilidade celulares foram determinadas pelo método de exclusdo com azul de trypan
na camara de Neubauer. Posteriormente, a concentragcao celular foi ajustada para a
distribuicdo de 5 x 10° células por pogo, em placas de cultura celular de 96 pocos,
fundo chato, tratadas para cultura celular Costar® 3595 (Corning Incorporated,
Corning, NY, EUA), em volume de 180 pL por pogo.

Os peptideos sintéticos foram previamente diluidos em meio RPMI 1640
completo e adicionados as culturas em volume de 20 puL por pogo, de modo a atingir
concentrag0es finais de 20, 10 e 5 ug/mL. Pogos contendo apenas PBMCs cultivadas
em meio RPMI 1640 completo foram utilizados como controle negativo e como
referéncia (100%) para o calculo da atividade metabdlica relativa. Como controle

positivo de ativacao celular foi utilizado Cell Stimulation Cocktail (eBioscience™,



49

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA; cbédigo 00-4970-93),
contendo phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) e ionomicina, empregado na diluicdo
final de 1:500, correspondente as concentracfes finais de 81 nM e 1,34 uM,
respectivamente. Adicionalmente, pocos contendo apenas a proteina carreadora KLH
foram incluidos para avaliacdo de possiveis respostas inespecificas associadas ao
carreador utilizado na sintese dos peptideos, nas concentracdes finais de 10, 5 e 2,5
pg/mL.

As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de
CO, por periodos de 48, 72 e 96 h. Como controle de morte celular, Triton X-100
previamente diluido em meio RPMI 1640 completo foi adicionado aos pocos
correspondentes 30 min antes da adicdo da resazurina, atingindo concentragao final
de 1% (v/v).

Posteriormente, foram adicionados 20 pL de solucdo de resazurina 1 mM a
cada poco, correspondendo a 10% do volume final da cultura (0,21mM). As placas
foram incubadas por 4 a 6 h a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,, e protegidas
da luz. Ao término da incubacédo, a reducdo da resazurina foi avaliada por leitura
espectrofotométrica em leitor de microplacas nos comprimentos de onda de 570 e 600
nm, conforme recomendado pelo fabricante da resazurina sédica (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA; R7017). A atividade metabdlica relativa das culturas foi calculada de

acordo com Rolon et al. (2006), conforme as equacdes apresentadas a seguir.

RO — A570
A-600

(equacéo 1)

Em que As7o e Aesoo correspondem as médias das absorbancias dos pogos sem

células, nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm, respectivamente.

Acorrigida = A570 - (A600 X RO) (equacao 2)
Em que Acorigida Corresponde a absorbancia corrigida de cada poco; As7o € Asoo
correspondem as absorbéancias obtidas nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm,
respectivamente; e Ro corresponde ao fator de correcdo determinado conforme a

Equacéo 1.
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Alcorrigida"‘ Azcorrigida -
Acorrigida = > (equagéo 3)

Em que Acorigida cOrresponde a média das absorbancias corrigidas das duplicatas
técnicas de cada condicdo experimental; Alcorrigida € AZ2corrigida COrrespondem as

absorbancias corrigidas dos respectivos po¢os em duplicata.

Acorrigida (amostra)

Atividade metabdblica relativa (%) = x 100 (equacio 4)

Acorrigida (RPMI)
Em que Acorigida@amostra) COrresponde a média das absorbancias corrigidas das
duplicatas de cada condi¢cdo experimental e Acorrigida(rPmi) COrresponde a média das
absorbancias corrigidas das duplicatas do respectivo controle negativo, constituido
por PBMCs cultivadas apenas em meio RPMI.

Os resultados foram expressos como porcentagem da atividade metabdlica

celular em relacao ao respectivo controle negativo, considerado como 100%.

4.6.2 Ensaio de atividade metabdlica com peptideos livres

O ensaio utilizando os peptideos em sua forma livre foi realizado conforme
descrito na secéo 4.6.1, mantendo-se as mesmas condicdes para isolamento e cultivo
das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), preparo das culturas,
incubacédo, adicdo da resazurina, leitura espectrofotométrica e calculo da atividade
metabdlica relativa.

Os peptideos sintéticos livres foram previamente diluidos em meio RPMI 1640
completo e adicionados as culturas nas concentragdes finais de 20, 10 e 5 pg/mL.
Pocos contendo apenas PBMCs cultivadas em meio RPMI 1640 completo foram
utilizados como controle negativo e como referéncia (100%) para o célculo da
atividade metabodlica relativa. Como controle positivo de ativacéo celular, utilizou-se
concanavalina A (ConA) proveniente de Canavalia ensiformis (Jack bean), tipo IV-S,
liofilizada, estéril e adequada para cultura celular (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA,; C2010) na concentracao final de 5 pg/mL, enquanto pocos tratados com Triton

X-100 permaneceram como controle de morte celular.



51

4.6.3 Avaliacéo estatistica

As andlises estatisticas dos ensaios de atividade metabolica foram realizadas
no software R (versédo 4.6.1; R CORE TEAM, 2026).

Para o ensaio com os peptideos conjugados a proteina carreadora KLH, foram
estabelecidas a priori nove comparacdes por peptideo, entre o grupo tratado com o
peptideo conjugado e o respectivo grupo tratado apenas com KLH em concentracéo
equivalente (20 vs. 10 pg/mL; 10 vs. 5 pg/mL; e 5 vs. 2,5 ug/mL), avaliadas
separadamente nos tempos de 48, 72 e 96 h de incubacdo, totalizando 27
comparacdes (trés peptideos x trés concentracbes x trés tempos). Em todas as
comparacoes, as observacdes foram pareadas por animal, de modo que cada
comparacao utilizou exclusivamente as medidas provenientes do mesmo individuo,
isolando o efeito do peptideo do efeito basal da proteina carreadora. Para cada uma
das 27 comparac0des, calculou-se a diferenca pareada entre os grupos peptideo+KLH
e KLH, e a normalidade de cada grupo foi avaliada individualmente pelo teste de
Shapiro-Wilk (Shapiro; Wilk, 1965). Contrastes com distribuicdo normal (p > 0,05)
foram comparados pelo teste t de Student pareado; contrastes que nao atenderam ao
pressuposto de normalidade (p < 0,05) foram comparados pelo teste de Wilcoxon para
amostras pareadas (postos sinalizados). Os valores de p resultantes das 27
comparacodes foram ajustados pelo método de Holm (Holm, 1979), tratados como uma
Unica familia de hip6teses, controlando a taxa de erro tipo | acumulada no
experimento.

Para o ensaio com os peptideos em sua forma livre, o delineamento
experimental envolveu dois fatores fixos (concentracdo e tempo de incubacéo),
avaliados para cada peptideo separadamente. Como a normalidade dos residuos ndo
foi atendida, optou-se pela analise de variancia ndo paramétrica por Aligned Rank
Transform (ART) (Wobbrock et al., 2011), com concentracdo, tempo de incubacéo e
a interacdo entre esses fatores incluidos como efeitos fixos, e o animal como efeito
aleatorio de intercepto. Quando observado efeito principal ou de interacdo
estatisticamente significativo (p < 0,05), foram realizadas comparacdes multiplas
pareadas pelo procedimento ART-C (Elkin et al., 2021), com os valores de p ajustados
pelo método de Holm. O controle positivo (ConA, no ensaio com peptideos livres;
PMA, no ensaio com peptideos conjugados ao KLH) foi apresentado nos graficos
apenas como referéncia visual da responsividade celular, ndo sendo incluido nas

comparacoes estatisticas entre 0s grupos experimentais.
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Em ambos os ensaios, foram consideradas estatisticamente significativas as
comparag¢des com p ajustado < 0,05, classificadas como nao significativas (ns, p =
0,05), significativas (*, p < 0,05), muito significativas (**, p < 0,01) ou extremamente

significativas (***, p < 0,001).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 SELEC}AO IN SILICO DE EPITOPOS CANDIDATOS

A identificacdo de candidatos vacinais foi realizada por meio de uma
abordagem de vacinologia reversa, utilizando o proteoma predito a partir do genoma
de referéncia da linhagem T2Bo de B. bovis disponivel no NCBI. A aplicacdo do
pipeline bioinformatico (Figura 2) permitiu a selecdo de proteinas potencialmente
acessiveis ao sistema imune do hospedeiro e, posteriormente, a identificacdo de
epitopos com caracteristicas favoraveis para futuras aplicacdes vacinais.

A aplicacdo dos critérios de selecao estabelecidos permitiu a identificacdo de
nove proteinas de membrana plasmatica de B. bovis com escores de antigenicidade
superiores a 0,7 no VaxiJen. A andlise imunoinformética dessas proteinas resultou na
predicdo de 31 epitopos candidatos. A selecdo desses candidatos foi baseada na
integracdo de diferentes pardmetros bioldgicos, incluindo localizacdo subcelular,
antigenicidade, presenca de peptideo sinal, ancoragem por glicosilfosfatidilinositol
(GPI), presenca de regides intrinsecamente desordenadas, topologia transmembrana
e potencial de reconhecimento por células B e T. Nenhuma das nove proteinas
selecionadas apresentou predicdo de ancoragem por GPI pelo PredGPl. O
detalhamento das analises relacionadas a identificac@o das regides intrinsecamente
desordenadas, a topologia transmembrana e a predicdo dos epitopos de células B e
T estd apresentado no Apéndice A. Dessa forma, a estratégia empregada permitiu
uma priorizacao hierarquica, na qual um conjunto inicial de proteinas codificadas pelo
genoma foi progressivamente reduzido a proteinas de membrana plasmatica com
caracteristicas antigénicas favoraveis e, posteriormente, a regides especificas com
potencial de reconhecimento imunolégico.

A utilizacdo combinada desses critérios permitiu priorizar proteinas e regides
com caracteristicas compativeis com maior acessibilidade e potencial de
reconhecimento pelo sistema imune, direcionando a sele¢cdo dos candidatos para as
etapas experimentais subsequentes. A caracterizacdo in silico das proteinas
selecionadas e dos epitopos candidatos é apresentada na Tabela 2, incluindo
parametros de antigenicidade, alergenicidade, toxicidade, bem como propriedades

fisico-quimicas e similaridade com proteinas de Bos taurus.
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Tabela 2 — Caracterizacdo in silico das proteinas de membrana plasmatica e dos epitopos candidatos de Babesia bovis
T2Bo.

Caracteristicas das proteinas

Caracteristicas fisico-quimicas dos epitopos

Similaridade com Bos taurus

PM

ID VaxP  SigP Sequéncia VaxE Alerg Tox Carga (Da) pl Neg Pos Alif Inst  GRAVY QC value Pl
XP_O5162  ( oono sogs L CDDSOSNGSSTKYY 5931 nA N 21 158054 0403 3 1 6,67 4606  -1,560 73% 31 64,71%
3602,1 : : 1.E2 FGFKRYTNLDRRTLL

1,6490 A. N.T. 2,9 1900,21 10,90 1 4 7800 3350  -0,700 66% 1,7  61,54%
2.E1  MVRYRKLSVALLLYT
0,8823 N.A.  N.T. 2,9 1826,27 10,28 0 3 149,33 -18,29 0,687 53% 1,2 87,50%
2.E2 DETTAVQDTVPGTPES
XP_00161 (oros 7008 PNSS 0,8803 NA. NT. -41 203206 343 4 0 3400 66,92 -1,0600  75% 25  61,11%
0297,1 ’ : 2.E3  YQRYKQFVVKHNKTF
08722 NA. NT. 41 1986,31 10,17 0 4 3867 5295  -1,280 60% 69  77,78%
2.E4 GEMKEYVAFLIIP
0,9909 A. N.T. 1,1 1509,82 453 2 1 120,00 1,22 0,715 69% 042  80,00%
3E1 MALSQKFSTALLLYTTI
XP_00161 () oorn o000 L 06994 NA.  NT. 0,9 201445 834 0 1 141,11 32,98  1,0780 72% 54  69,23%
1131,1 ' : 3.E2  GYYQKYKQFVNKHNK
TFTIVL 0,835 NA.  N.T. 4,1 262005 9,88 0 4 64,76 54,70  -0,771 33% 11 85,71%
4E1 MDCMVGVIGILFFLGVS
0,0757 N.A.  NT. 1,1 180125 3,80 1 0 142,94 2993 2,094 88% 1,2 60,00%
4E2 APEGEAKVDTSTKGVG
XP 05162 (o000 07771 GKFFGNK 14705 NA.  NT. 0,9 232458 847 3 4 3391 635  -0,774 100% 048  66,67%
3085,1 ’ : 4.E3  NKKAMIIAAVILVLL
1,2486 NA.  N.T. 1,9 1610,12 10 0 2 214,67 37,960 1,953 73% 021  72,73%
4E4 WAHNGGGGGKEAWS
A 0,7687 N.A.  N.T. 0,2 148455 675 1 1 20 26,670 -0,887 86% 0,84  100,00%
5.E1 IAAFSFSVLGNVLKL -
0,7404 A. N.T. 0,9 157892 875 0 1 156 7,6500 1,607 86% 1,2 64,29%
£, VADKVTDGAHPSCMG
: LTEPSPSHSLFDG
0,7699 N.A.  N.T. 26 285613 464 4 1 55,71 68,200 -0,289 - - -
P 00160 5.E3 QDATTNADTPNDVTSS
92431 08297 08736 DATAIDD 0,8428 A. N.T. 6,1 233829 317 6 0 46,96 58600 -0,970 47% 37  72,73%
5.E4 KKFEYRTSVPPYPQQY
SVRENK
0,8109 A. N.T. 2,9 274509 9,7 2 5 26,36 49,820 -1,727 86% 0,038  61,11%
5E5 QKWWRNKQLEKTRNN
VKEYLKRAL
12117 NA.  NT. 5,9 313065 10,64 2 8 65 48,450 -1,829 83% 10  5500%
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Caracteristicas das proteinas

Caracteristicas fisico-quimicas dos epitopos

Similaridade com Bos taurus

PM

E-

ID VaxP  SigP Sequéncia VaxE Alerg  Tox Carga (Da) pl Neg Pos  Alif Inst  GRAVY QC value PI
6.E1  TSTKGVGSKFFGNKK
06663 NA.  N.T. 39 158582 1048 O 4 19,33  8,1400 -0,900 73% 14 100,00%
XP_00160
g7911 07658 06802 6E2  FRNKIRNLFAKKAAE
' 03644 NA.  N.T. 39 180614 111 1 5 72 35910 -0,793 86% 1.7 7273%
6.E3  CSDNGSPDAKWSAGI (49119 NA.  NT. 4,1 150759 421 2 1 39,33 17,920 -0,633 60% 97  61,54%
7E1  MYGTQTRRFCALSML
MK 0,1805 A. N.T. 29 20375 1005 O 3 51,76 42,610 0,006 4% 67  8571%
7E2 PIVAPRRQSLSSSFGK
XP_OO161 (oo 0 sg0s FNTRLNSVQQPL 04024 NA.  N.T. 39 312858 123 O 4 80 75270 -0,468 78% 12 59,09%
0365,2 ' ' 7E3  SVVVHSFWRQDSIFNT
RIELVGNDTDTG 1209 A N.T. 1,8 319348 4,66 4 2 8321 23110 -0,275 28% 12 70,00%
7B4  QEYLSAVQRYSTLLR = 5308 NA.  N.T. 09 182707 859 1 2 104 29,990 -0,467 86% 12  58,82%
8El  SIVGLIGIFYFLGVS (4917 NA.  NT. .01 158492 524 0 0 168,67 14,090 2,067 73% 010  61,11%
8E2 SPEGDATVDTSTKGVG
XP_O5162 (2000 0 seos SKFFGNKK 11357 A N.T. 09 245768 816 3 4 2833 21,860 -0,896 95% 15  56,00%
3373.1 ' ' 8E3 GSKFFGNKKAMIIAGVI
L 1,081 NA.  N.T. 29 189435 103 0 3 113,89 28,580 0,856 50% 15 66,67%
8.E4 CSSNGSTEPAWSAGI
05112 A N.T. 1,1 146654 4 1 0 3933 45010 -0,240 66% 97  80,00%
9.E1 FTRESKRARATRRYGA
FY 0789 NA.  NT. 49 223652 1145 1 6 16,67 74,570 -1,339 83% 0,008  84,62%
XP_00161
0035 08561 00561 9.E2  FIKRAIPITYPPESNPRV
: 09763 A N.T. 1,9 209848 999 1 3 86,67 53,360 -0,378 94% 048  5500%
9.E3  YHDKSDGNNQKSKE 13199 NA  NT. 0,2 164969 675 3 3 0 0,5900 -2,800 100% 82  60,00%

ID: ID da proteina; VaxP: escore de antigenicidade da proteina obtido pelo VaxiJen v2.0; SigP: escore de predicdo de peptideo sinal obtido pelo
SignalP-5.0; Sequéncia: sequéncia do epitopo candidato; VaxE: escore de antigenicidade do epitopo obtido pelo VaxiJen v2.0; Alerg:
classificagdo predita de alergenicidade pelo AllerTOP v2.0, onde N.A. significa provavel ndo-alérgeno e A. significa provavel alérgeno; Tox:
classificacdo predita de toxicidade pelo ToxinPred, onde N.T. significa provavel ndo-toxico; Carga: carga elétrica liquida do epitopo; PM: peso
molecular; pl: ponto isoelétrico; Neg: nimero de residuos negativos; Pos: numero de residuos positivos; Alif: indice alifatico; Instab: indice de
instabilidade; GRAVY: Grand Average of Hydropathy; QC: cobertura da consulta (query coverage); E-value: valor esperado; PI: porcentagem
de identidade. Para a similaridade com Bos taurus, os parametros foram obtidos por BLASTp.

Fonte: elaborada pela autora (2026)
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Os resultados da caracterizacgéo in silico evidenciaram heterogeneidade entre
0S epitopos quanto aos parametros avaliados. As nove proteinas selecionadas
apresentaram escores de antigenicidade entre 0,7051 e 0,9720 no VaxiJen. Para os
31 epitopos preditos, os escores de antigenicidade variaram de 0,0757 e 1,6490,
evidenciando diferencas entre as sequéncias quanto ao potencial antigénico predito.
Em relacdo a toxicidade, todos os epitopos foram classificados como provavelmente
nao téxicos pelo ToxinPred. A predicdo de alergenicidade identificou oito epitopos
como provaveis alérgenos, enquanto os demais foram classificados como provaveis
ndo alérgenos. Na andlise de similaridade com o proteoma de Bos taurus, foram
observados diferentes niveis de identidade entre as sequéncias, incluindo epitopos
com porcentagens de identidade elevadas, indicando que esse parametro nao
apresentou um padrao uniforme entre os candidatos. A heterogeneidade observada
entre os candidatos reforca que a etapa de predicdo ndo produziu um conjunto
homogéneo de epitopos, mas diferentes sequéncias com combinacdes distintas de
caracteristicas imunoldgicas e fisico-quimicas, tornando necessaria a priorizacao de
candidatos para as etapas experimentais subsequentes.

O proteoma predito a partir do genoma da linhagem T2Bo de B. bovis
compreendia 3.959 proteinas codificadoras, e a aplicacdo sequencial dos critérios
empregados no presente estudo restringiu esse universo a nove proteinas de
membrana plasmaética, correspondendo a uma reducdo de aproximadamente 99,8%
do conjunto proteico inicial. Esse processo de selecao e reducao ilustra uma das
principais contribuigcbes da vacinologia reversa: utilizar informag¢des gendmicas para
identificar sistematicamente potenciais antigenos e direcionar a investigacao
experimental para um conjunto mais restrito de candidatos. A abordagem foi
inicialmente proposta por Rappuoli (2001) e teve como marco sua aplicacdo ao
desenvolvimento de candidatos vacinais contra N. meningitidis do grupo B,
demonstrando que a informacgdo genémica poderia ser utilizada para identificar novos
antigenos sem depender exclusivamente da caracterizacdo experimental prévia do
patogeno (Pizza et al., 2000). Com o avanc¢o da gendmica, bioinformatica e imunologia
estrutural, essa abordagem foi ampliada para estratégias descritas como vacinologia
reversa 2.0, nas quais informacdes provenientes da imunologia e da biologia estrutural
passam a orientar a identificacdo e o desenho racional de antigenos e epitopos
(Rappuoli et al., 2016; Goodswen; Kennedy; Ellis, 2023).
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No contexto de B. bovis, a aplicagdo da vacinologia reversa é particularmente
relevante diante do nimero de proteinas codificadas pelo parasito e da necessidade
de identificar novos alvos além daqueles tradicionalmente investigados. Estudos
anteriores se concentraram principalmente em proteinas associadas a superficie dos
merozoitos e a invasao eritrocitaria, incluindo membros das familias MSA, RAP e a
proteina AMA-1 (Lau et al., 2010; Sivakumar et al., 2013; Matos et al., 2020; El-Alfy et
al.,, 2023). Entretanto, a utilizacdo de abordagens de prospeccdo baseadas no
proteoma predito a partir do genoma de referéncia completo da linhagem T2Bo de B.
bovis permite ampliar a busca para proteinas menos caracterizadas ou ainda n&o
exploradas experimentalmente. Essa estratégia possibilitou direcionar as etapas
experimentais subsequentes para um conjunto mais restrito de candidatos, incluindo
proteinas além daquelas tradicionalmente investigadas.

A selecdo inicial das proteinas de membrana plasmatica foi baseada na
localizacdo subcelular, uma vez que proteinas expostas na superficie do parasito
apresentam maior possibilidade de interacdo com componentes do sistema imune do
hospedeiro e podem participar diretamente da interacéo parasito—hospedeiro. Em B.
bovis, proteinas associadas a superficie dos merozoitos e a invasdo eritrocitaria
constituem importantes alvos de investigacdo por sua participagdo no
reconhecimento, na adeséo e na internalizacao dos eritrécitos, além de sua exposicao
ao sistema imune (Mosqueda et al., 2002; Wilkowsky et al., 2003; Lau et al., 2010;
Hidalgo-Ruiz et al., 2022). Por esse motivo, a localizagdo na membrana plasmaética foi
utilizada como primeiro critério de priorizacdo. Em seguida, a antigenicidade das
proteinas foi avaliada pelo VaxiJen v2.0, adotando-se o escore de 0,7 como ponto de
corte para priorizar proteinas com maior antigenicidade predita (Doytchinova; Flower,
2007).

A partir dessa triagem, foram considerados parametros adicionais relacionados
as caracteristicas estruturais e a exposicéo das regides candidatas. A presenca de
peptideo sinal e de ancoragem por GPI foi avaliada para caracterizar possiveis
mecanismos de direcionamento e associacdo das proteinas a superficie celular
(Almagro-Armenteros et al., 2019; Pierleoni; Martelli; Casadio, 2008). A topologia
transmembrana foi analisada para identificar regides extracelulares potencialmente
mais acessiveis ao reconhecimento pelo sistema imune (Hallgren et al., 2022). As
regides intrinsecamente desordenadas também foram consideradas como critério de

priorizacdo, por corresponderem a segmentos proteicos sem uma conformacao
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tridimensional rigidamente definida e com maior flexibilidade estrutural, caracteristicas
gue podem influenciar a acessibilidade de determinados segmentos ao
reconhecimento molecular (Erd8s; Pajkos; Dosztanyi, 2021). Posteriormente, foram
integradas as predicbes de epitopos de células B e T, priorizando regides com
potencial de reconhecimento imunolégico (Jespersen et al., 2017; Andreatta; Nielsen,
2016; Nielsen et al., 2003). Os epitopos selecionados foram ainda avaliados quanto a
antigenicidade, alergenicidade, toxicidade e propriedades fisico-quimicas, permitindo
a priorizacao final com base na combinacéo de diferentes parametros (Doytchinova;
Flower, 2007; Dimitrov et al., 2014; Gupta et al., 2014; Wilkins et al., 1999).

Dados de expresséo génica descritos por Ueti et al. (2020) foram utilizados
para complementar a caracterizacdo dos candidatos selecionados no presente
estudo. Os autores compararam a expressao de genes de B. bovis entre os estagios
sanguineos e os cinetos (formas presentes no vetor), utilizando RNA-seq e andlise de
expressao diferencial, com trés réplicas biolégicas por estagio e critérios de FDR <
5% e logFC = 1. O cruzamento dos nove genes correspondentes as proteinas
selecionadas no presente estudo com os dados disponibilizados pelos autores revelou
gue sete apresentaram expressao significativamente maior nos estagios sanguineos:
BBOV_11007790 (28,23 vezes), BBOV_IvV012110 (4,10 vezes), BBOV_11000080
(41,44 vezes), BBOV_IV000770 (22,79 vezes), BBOV_1001390 (15,55 vezes),
BBOV_IV004360 (2,23 vezes) e BBOV_111000070 (58,31 vezes).

Esses resultados mostram que a maioria dos genes correspondentes as
proteinas selecionadas neste estudo apresentou maior expressao no estagio
sanguineo no conjunto de dados analisado por Ueti et al. (2020). Entre as nove
proteinas selecionadas, a proteina XP_001609243.1 destacou-se por concentrar
cinco dos epitopos candidatos identificados no presente estudo, abrangendo regides
preditas com potencial de reconhecimento por células B e T. Além das caracteristicas
obtidas na etapa de selegcédo in silico, o gene correspondente, BBOV_IV000770,
apresentou aumento relativo de expresséo de 22,79 vezes no estagio sanguineo em
relacdo aos cinetos no conjunto de dados analisado por Ueti et al. (2020). A
combinacdo dessas evidéncias contribuiu para a priorizacdo dessa proteina para as
etapas subsequentes de validacdo molecular e imunoldgica.

Apesar da priorizacdo baseada em multiplos parametros in silico, a utilizacéo
de uma sequéncia de referéncia ndo permite, isoladamente, estabelecer a

conservacao dos candidatos na populacdo de B. bovis circulante no hospedeiro.
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Dessa forma, as regides génicas correspondentes as proteinas selecionadas foram
posteriormente avaliadas em isolados brasileiros, com o objetivo de verificar a

conservacao das regifes codificadoras dos epitopos candidatos.

5.2 CONSERVACAO DOS GENES CODIFICADORES DAS PROTEINAS
CANDIDATAS EM ISOLADOS BRASILEIROS

Considerando que a selecdo dos candidatos vacinais foi realizada a partir da
linhagem T2Bo de B. bovis, foi conduzida uma etapa de validacdo molecular para
verificar se as regides génicas de interesse permanecem conservadas em isolados
brasileiros. Foram desenhados 12 pares de primers direcionados a nove genes
candidatos de B. bovis, abrangendo regifes codificadoras contendo os epitopos

imunogénicos identificados na etapa de vacinologia reversa (Tabela 3).

Tabela 3 - Primers desenhados para amplificacdo das regides codificadoras dos
epitopos imunogénicos selecionados in silico nas proteinas candidatas de

Babesia bovis linhagem T2Bo.

ID PAR ID PROTEINA ID GENE FORWARD REVERSE AMPLICON

GN1 XP_05162360 BBOV_IV caaattgaggtg agcaatgtgggt 561 pb
2.1 000215 ggtcgtge agttgggt

GN2 XP_00161029 BBOV_II0 attggtgtccgca acagcatctcca 553 pb
7.1 07790 gtctctc cattgcca

GN3A XP_00161113 BBOV_IV aatgctgttgtac agccattgccttct 547 pb
1.1 012110 agaatccgt actgct

GN3B XP_00161113 BBOV_IV accggtaaagtt ggtgacctatgat 508 pb
1.1 012110 cgcagtgt gtcagtgca

GN4 XP_05162308 BBOV_II0 aacccctgaga gcacttgcagtatt 588 pb
51 00080 caacagctg cggcag

GNB5A XP_00160924 BBOV_IV tcgagtggtggc aacgtggtcggct 586 pb
3.1 000770 actttgat acaacat

GN5B XP_00160924 BBOV_IV atgttgtagccg agctcacgcttga 424 pb
3.1 000770 accacgtt tgagacg
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ID PAR ID PROTEINA ID GENE FORWARD REVERSE AMPLICON
GNG6 XP_00160879 BBOV 10 tgcgatcactgat gctitattaaggtg 527 pb
1.1 01390 agaacaca cccttagge
GN7A XP_00161036 BBOV_IV tccgtccgtaac tgtgtatcgtgacg 588 pb
5.2 004360 cacgtttt tagccg

GN7B XP_00161036 BBOV_IV cggctacgtcac tccgctggtattgt 302 pb
5.2 004360 gatacaca gtcgtt

GNS8 XP_05162337 BBOV_IIl tagagcactacc actccagtcaag 501 pb
3.1 000070 gcggataga ggatacaactg

GN9 XP_00161003 BBOV_II0 tgggggtactaa tggaatgttgata 502 pb
51 05150 cctgtcga cccgacce

Fonte: elaborada pela autora (2026).

A avaliacdo inicial dos 12 pares de primers desenhados para 0s nove genes
candidatos de B. bovis revelou diferencas na eficiéncia e especificidade de
amplificac@o (Figura 5). AmplificagBes compativeis com o tamanho esperado foram
observadas para os conjuntos GN2, GN5A, GN5B, GN8 e GN9. O par GN1 produziu
uma banda correspondente ao tamanho previsto no pool positivo, porém
acompanhada de bandas adicionais de diversos tamanhos, além de apresentar
amplificacdo no pool negativo, sugerindo amplificagdo inespecifica. De forma
semelhante, o par GN6 gerou produtos tanto nas amostras positivas quanto nas
negativas. Ja os pares GN3, GN4 e GN7 nao produziram amplificacdes satisfatérias
ou geraram produtos incompativeis com os tamanhos esperados, sendo descartados

das analises subsequentes.



61

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos a partir
de DNA de Babesia bovis. (A) Produtos de amplificacdo dos genes GN1 a GN5A.
(B) Produtos de amplificacdo dos genes GN5B a GN9. Os controles positivos (Pool+),
negativo (Pool-) e branco estdo indicados nos respectivos pocos. M100 pb: marcador
molecular de 100 pb (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). Os niameros 1-9
correspondem aos conjuntos de primers dos tamanhos esperados dos amplicons

estdo apresentados na Tabela 3.
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Fonte: elaborada pela autora (2026).
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Na etapa seguinte, foram analisadas amostras individuais de animais
previamente identificados como positivos para B. bovis. Os pares de primers GN5A e
GN5B apresentaram o perfil de amplificacdo mais consistente e especifico entre as
amostras avaliadas e entre as repeticbes dos ensaios, sendo, por esse motivo,
selecionados para o sequenciamento dos amplicons. Os demais pares de primers nao
apresentaram padrdo de amplificagdo suficientemente consistente e especifico para
a obtencdo de produtos adequados ao sequenciamento nas condi¢cdes avaliadas.
Dessa forma, a validacdo molecular por sequenciamento realizada neste estudo ficou
restrita as regides do gene BBOV_IVV000770 abrangidas pelos pares GN5A e GN5B.
A auséncia de sequenciamento dos demais genes nao permite inferir sobre a
conservacao de suas regifes correspondentes nos isolados brasileiros avaliados,
nem justifica sua exclusdo como candidatos para investigacoes futuras. Os produtos
que apresentaram amplificacdo especifica e tamanho compativel com o esperado
foram submetidos ao sequenciamento pelo método de Sanger.

A qualidade das sequéncias obtidas foi inicialmente avaliada a partir dos
respectivos eletroferogramas, considerando a definicdo dos picos, a presenca de
sobreposicdo entre sinais e a ocorréncia de posicdes com bases ambiguas. As
sequéncias consideradas adequadas foram entdo comparadas a sequéncia de
referéncia da linhagem T2Bo de B. bovis. Entre os produtos analisados, apenas 0s
amplicons obtidos com os pares GN5A e GN5B apresentaram concordancia suficiente
com a regido correspondente da sequéncia de referéncia para confirmar sua
identidade e prosseguir com a analise molecular. Os alinhamentos parciais das
sequéncias obtidas para os amplicons GN5A e GN5B séo apresentados nas Figuras
6 e 7, respectivamente.

Nos alinhamentos apresentados nas Figuras 6 e 7, observou-se predominancia
de identidades nucleotidicas entre as sequéncias obtidas e a sequéncia de referéncia
do gene BBOV _IV000770, correspondente a proteina 5 (XP_001609243.1) da Tabela
2. No amplicon GN5A, a regidao analisada abrangeu segmentos do gene
correspondentes aos epitopos 5.E1, 5.E2, 5.E3 e 5.E4, enquanto o amplicon GN5B
contemplou a regido correspondente ao epitopo 5.E5. Assim, os dois fragmentos
sequenciados permitiram avaliar, em conjunto, as regides codificadoras associadas
aos cinco epitopos previamente selecionados na etapa de imunoinformatica. A

nomenclatura dos epitopos foi mantida conforme a identificacdo apresentada na
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Tabela 2, permitindo relacionar diretamente os resultados da validacdo molecular aos

candidatos previamente selecionados.

Figura 6 — Alinhamento parcial da sequéncia nucleotidica obtida por
sequenciamento Sanger do amplicon GN5A com a sequéncia de referéncia do
gene BBOV_IV000770 da linhagem T2Bo Babesia bovis. Os asteriscos indicam

identidade entre os nucleotideos das sequéncias alinhadas.

Sequenciamento = 2 ------c--cccceccccccccccccccccceeccce e e e AGGTTTTA 8

Referéncia TTAAATATACGTTCCTTTGCATTTTATCGAGTGGTGGCACTTTGATAGTCCACGAGTAAA 60
* % %

Seguenciamento GWTCMAAAAGGGAATTTATTATCAGTGCGGTAGTATCTTTT-TCAATAATTCMSGAAGCA 67

Referéncia CAGTCGATAGGTATTTTATTATCAGTGCGGTAGTATCTTTTTCAAATAATTCAGGAAGCA 120
K ORKK K KRR RR Rk kkkkk Rk kAR RRKRRK  Kkkkkokkk  kokkkokk

Seguenciamento ATTCCCTGARAACTCTATCATATGCCTTAAGAAAAATCGTCTACTTGTAMMCTGTAAACA 127

Referéncia ATTCCCTGAGAACTCTATCATATGCCTTAAGAAAAATCGTCTACTTGTAAACTGTAAACA 180
HAKKKKKKK  KKKKKKKKKK KKK K KK I KKKKKKKKKKKKKKKKRKRK K hkkkkkkkk

Seguenciamento CGCTCTACTGCTAASATGGCAAGGAAGATTGCTGCATTTTCTTTTTCGGTGCTGGGAAAT 187

Referéncia CGCTCTACTGCTAAGATGGCAAGGAAGATTGCTGCATTTTCTTTTTCGGTGCTGGGTAAT 240
B e

Seguenciamento GTGTTAAAATTACTGCTARCTGTAACTTTGTTAACTAATGTTCTCTGTGAACATCAAGTG 247

Referéncia GTGTTAAAATTACTGCTAGCTGTAACTTTGTTAACTAATGTTCTCTGTGAACATCAAGTG 300
Sekokokok R KRR KRR IR AR Koo sk sk sk e sk sk ok sk ok ok ok ok ok ook sk ok ok ok ke ke ok ke sk ok ok sk ok

Seguenciamento GCTGACAAGGTTACCGATGGTGCTCATCCTAGTTGCATGGGTCTGACSGAACCATCACCG 307

Referéncia GCTGACAAGGTTACCGATGGTGCTCATCCTAGTTGCATGGGTCTGACGGAACCATCACCG 360
B o

Seguenciamento AGTCATTCSCTTTTTGATGGGTCATACTTCACSTATTCCACACCAGGTTTTACRGAWGAT 367

Referéncia AGTCATTCGCTTTTTGATGGGTCATACTTCACGTATTCCACACCAGGTTTTACGGATGAT 420
B e e I

Sequenciamento GTTGCTGTTTCTCAAGATGCCACAACCAATGCCGACACACCAAATGATGTCMCATCCAKT 427

Referéncia GTTGCTGTTTCTCAAGATGCCACAACCAATGCCGACACACCAAATGATGTCACATCCAGT 480
B i T s T 3

Sequenciamento GATGCCACCGCCATTGA-=--=-=-======-ccccccmccc e ccccccccccccccc e 444

Referéncia GATGCCACCGCCATTGATGACAAGAAATTTGAGTATCGAACATCTGTATATTTGGTGGAA 540

Fonte: elaborada pela autora (2026).
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Figura 7 - Alinhamento parcial da sequéncia nucleotidica obtida por
sequenciamento Sanger do amplicon GN5B com a sequéncia de referéncia do
gene BBOV_IV000770 da linhagem T2Bo Babesia bovis. Os asteriscos indicam

identidade entre os nucleotideos das sequéncias alinhadas.

DOOUARCIAMANED:! =~ e e i i i e o o o o o GTA 3
Referéncia CCGCCATATCCACAGCAATACAGTGTCCGTGAGAATAAAGATGTTGACATGGATGTTGTA 600
KKk
Sequenciamento GCCGACCASGTTGGCAAAGTTGTCAGGAAAATTGCATCTTATGTTCC-CAGAATCATGAG 62
Referéncia GCCGACCACGTTGGCAAAGTTGTCAGGAAAATTGCCTCTTATGTTCCACAGAATCATGAG 660
HRKKKKKK | KKKKIKIKKKKKKKKKKIKIKKKKEK | KEKKKKKKKKK KKK KKKK KKK KA,
Sequenciamento GATGCCGTATACAAGCAGCTAACTGAAAAATTCAGTCATGGTCAACCCATCCCTATACCA 122
Referéncia GATGCCGTATACAAGCAGCTAACTGAAAAATTCAGTCATGGTCAACCCATCCCTATACCA 720
FRHKKKKHKKKKHKK KKK KKK KK KKK K KKK KK KK KKK KKK K KKK KK KKK KK
Sequenciamento ACGTATTTGGCATATTCTCTTGCTGGTATCTCTGATGGTAAATTGAGAGGCAACAATTTT 182
Referéncia ACGTATTTGGCATATTCTCTTGCTGGTATCTCTGATGGTAAATTGAGAGGCAACAATTTT 780
FHRKKKKKKKKKKIKIKHKHKKFHKKKKKIKIKIKK KK HKK KK KKK KK KKK KK H KK KKK KK
Sequenciamento GAAGGACTTTTAGATTGTTTAGCTGATATAATGTTGAAAAGTGATTCTGATGAAAYGTCC 242
Referéncia GAAGGACTTTTAGATTGTTTAGCTGATATAATGTTGAAAAGTGATTCTGATGAAACGTCC 840
FREHKIKHKKKIKIK KKK IKHKKKKKKK KKK KK KKK KK KKKKIKKKAKKKKKK  Kkkk
Sequenciamento AATCCGTTTATTATCCCAAACTTATTCCAAAAATGGTGGAGGAACAAGCAACTGGAAAAG 302
Referéncia AATCCGTTTATTATCCCAAACTTATTCCAAAAATGGTGGAGGAACAAGCAACTGGAAAAG 900
FHRKKKKKK KK KKK KK IKHKK KKK KKK IR KK KKK KK IR KK KKK KKK KKK KKK KKK KK KK
Sequenciamento ACGAGGAATAATGTGAAAGAATATTTGAAAAGGGCTTTATTTTCCTRAGACAAMGATYTT 362
Referéncia ACGAGGAATAATGTGAAAGAATATTTGAAAAGGGCTTTATTTTCCTAAGACAACGATCTT 960
KKK KKKIK KKK KKK FIKKKK KKK KKK KK IR KKK KK KKKKK KKK KKK Khkkkk kkk kK
Sequenciamento CATGACGAAGGGGCAATAATTGCTATAAGCTGAATACGTCTCATCAAGCGTG-------- 414
Referéncia CATGACGAAGGGGCAATAATTGCTATAAGCTGAATACGTCTCATCAAGCGTGAGCTATAT 1020

KEKEKKKKKKKEE KKK KKEKKAKEKKRKIKKAK IR KKK KKK IR XKk kR kkkk

Fonte: elaborada pela autora (2026).

As posicbes em que foram identificadas bases ambiguas nas sequéncias
obtidas estdo representadas nas Figuras 6 e 7. Apesar dessas ambiguidades
pontuais, os alinhamentos apresentaram ampla concordancia com a sequéncia de
referéncia nas regides analisadas, sustentando a identidade dos fragmentos obtidos
por PCR e sua correspondéncia ao gene BBOV_IV0O00770. As Figuras 6 e 7
apresentam, respectivamente, os alinhamentos dos amplicons GN5A e GN5B, nos
guais os asteriscos indicam as posi¢oes de identidade entre as sequéncias alinhadas.
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A concordancia observada nas regifes analisadas fornece evidéncia
experimental de conservacdo das sequéncias codificadoras dos cinco epitopos da
proteina 5 nas duas amostras positivas avaliadas neste estudo. Esse resultado é
relevante porque a selecdo dos candidatos foi realizada a partir da sequéncia de
referéncia da linhagem T2Bo de B. bovis. Entretanto, embora existam sequéncias de
genes que codificam outros antigenos de B. bovis obtidas de isolados brasileiros de
diferentes regides e depositadas no GenBank, os registros identificados néo
correspondem ao gene BBOV_IV000770, impossibilitando a comparacgao direta dos
epitopos aqui avaliados com essas sequéncias. Dessa forma, a conservacao
observada permanece restrita as amostras analisadas, nhdo sendo possivel extrapola-
la para a populacéo de B. bovis no Brasil. A ampliacdo dessa avaliacdo dependera do
sequenciamento das regides correspondentes ao gene BBOV_IVO00770 em
amostras adicionais, provenientes de diferentes regides geogréficas. Futuramente, o
sequenciamento do genoma de um isolado brasileiro, apés o estabelecimento do
cultivo in vitro do parasito, podera ampliar a caracterizacdo da diversidade genética
nacional e permitir uma avaliacdo mais abrangente da conservag¢ao dos candidatos
selecionados.

A conservacdao das regides selecionadas constitui um critério relevante para a
priorizacdo de candidatos vacinais baseados em epitopos, uma vez que a ocorréncia
de variagOes nas sequéncias-alvo pode reduzir a correspondéncia entre diferentes
variantes do parasito e, consequentemente, limitar sua aplicabilidade em populagbes
mais heterogéneas. Essa questdo € particularmente relevante em ensaios de
protecdo nos quais os animais sdo desafiados com linhagens heterdlogas, uma vez
gue diferencas antigénicas entre a linhagem utilizada na imunizacéo e a de desafio
podem resultar em protecéo reduzida ou insuficiente (Timms et al., 1988; Leroith et
al., 2005). Nesse sentido, a utilizacdo de uma sequéncia de referéncia para a selecao
in silico deve ser acompanhada de validagdo experimental em amostras
representativas da populacdo-alvo. Essa necessidade ja é considerada na propria
estratégia adotada neste estudo, na qual as regibes codificadoras dos epitopos
selecionados a partir da linhagem T2Bo de B. bovis foram posteriormente avaliadas
em amostras brasileiras.

Entre as nove proteinas selecionadas na etapa de vacinologia reversa, a
proteina 5 (XP_001609243.1), codificada pelo gene BBOV_IV000770, destacou-se
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por reunir cinco dos epitopos candidatos identificados no presente estudo. Entretanto,
essa proteina permanece classificada como néo caracterizada na anotagéo disponivel
no NCBI, de modo que sua funcdo molecular e eventual participacdo na interacao
parasito—hospedeiro ainda néo estédo estabelecidas. Assim, ndo € possivel atribuir a
conservacao observada a uma funcao bioldgica especifica. A priorizacao desse alvo
decorreu dos critérios empregados na selecéo in silico, da concentragdo de multiplos
epitopos candidatos em uma mesma proteina e da possibilidade de avaliar
experimentalmente as regides correspondentes. A analise molecular dos amplicons
GN5A e GN5B permitiu investigar as regides codificadoras dos cinco epitopos nas
amostras brasileiras avaliadas, fornecendo evidéncia de conservacéo dessas regioes
nos isolados analisados. A caracterizacao funcional da proteina e a ampliacdo da
analise de conservacdo em amostras adicionais poderao esclarecer, futuramente, sua
relevancia biolégica e seu potencial como alvo antigénico.

Considerando a conservacao das regides correspondentes aos cinco epitopos
da proteina 5 nas amostras analisadas, foram priorizados para a primeira sintese
guimica os epitopos 5.E2, 5.E3 e 5.E5, correspondentes aos peptideos CNPGL-
Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5, respectivamente, com as
alteracoes descritas na secao 4.4. As sequéncias sao:
VADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDG, QDATTNADTPNDVTSSDATAIDD e
QKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRAL, respectivamente. A selecdo desses trés
candidatos considerou, além da conservacdo das regibes génicas confirmada
experimentalmente, suas caracteristicas fisico-quimicas, apresentadas na Tabela 2,
bem como a necessidade de restringir inicialmente o nimero de candidatos a serem
sintetizados, considerando o0s custos associados a sintese quimica e as etapas
experimentais subsequentes. Assim, 0s epitopos 5.E2, 5.E3 e 5.E5 foram priorizados
para sintese como peptideos e posterior avaliagdo imunoldgica, enquanto os demais
epitopos conservados da proteina permaneceram como candidatos para avaliacdes

futuras.

5.3 ELISA
5.3.1 ELISA indireto utilizando peptideos conjugados ao KLH

O ELISA indireto para avaliacdo da reatividade de IgG aos trés peptideos
conjugados ao KLH foi padronizado pelo método de titulagdo chessboard. Foram

avaliadas diferentes combinacdes de concentracdo antigénica e diluicdo sérica. Para
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cada peptideo, foram analisadas as respostas dos pools de soros positivo e negativo,
em paralelo a avaliacdo do KLH isoladamente, permitindo comparar a reatividade de
IgG observada para os conjugados com aquela atribuivel a proteina carreadora. Os
valores de absorbancia bruta obtidos para os pools positivo e negativo nas diferentes
condi¢cdes avaliadas, incluindo os peptideos conjugados ao KLH, o KLH isolado,
controle sem antigeno e o controle sem soro estédo apresentados no Apéndice B.

Em determinadas combinacdes de concentracdo antigénica e diluicdo sérica,
foram observadas diferencas de reatividade entre os pools de soros positivo e
negativo. Entretanto, esses padrdes ndo se mostraram consistentes entre 0os ensaios
realizados. Particularmente para o peptideo CNPGL-Bbovis-5E2, as condi¢des que
apresentaram maior discriminacdo entre 0s pools em um ensaio ndo reproduziram o
mesmo comportamento nas avaliacdes subsequentes.

Ap6s a aplicacdo das corre¢bes descritas na metodologia, incluindo a
subtracdo do branco da placa e das contribui¢des do antigeno e do soro isoladamente,
a reatividade residual de IgG foi de baixa magnitude ou nula. Na comparacéo entre
os peptideos conjugados e o KLH isoladamente, utilizando as mesmas correc¢des, ndo
foi observada reatividade adicional consistente atribuivel especificamente aos
peptideos. Para os trés peptideos avaliados, os valores residuais obtidos para os
conjugados foram inferiores aos observados para o KLH isoladamente. Embora o KLH
seja amplamente utilizado como proteina carreadora devido a sua elevada
imunogenicidade, a reatividade observada nesse controle ndo permite, por si so,
concluir que os soros analisados continham anticorpos especificos contra essa
proteina. Em conjunto, esses resultados ndo forneceram evidéncias consistentes de
reconhecimento de IgG atribuivel aos peptideos quando utilizados na forma
conjugada.

Em conjunto, os resultados demonstraram que néao foi possivel identificar, para
nenhum dos trés peptideos conjugados, uma condicdo experimental que
apresentasse simultaneamente reatividade de 1gG reprodutivel e reatividade adicional
atribuivel especificamente ao peptideo em relacdo ao KLH. A variabilidade observada
entre 0S ensaios, associada a auséncia de resposta residual superior aquela
observada para a proteina carreadora, impossibilitou a definicdo de uma condicdo
satisfatoria para a continuidade das avalia¢des utilizando os peptideos conjugados.
Dessa forma, foi adotada uma nova estratégia experimental baseada na utilizacéo dos

peptideos livres, sem a proteina carreadora.
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5.3.2 ELISA indireto utilizando peptideos livres

Apoés a auséncia de uma condicdo experimental satisfatoria para a avaliacdo
da reatividade de IgG aos peptideos utilizando os peptideos conjugados ao KLH, a
padronizacdo do ELISA indireto foi realizada com os peptideos livres. Para isso, foram
utilizadas as placas Corning® Costar® 3590 High Binding e Nunc-Immuno™
MaxiSorp™, conforme o delineamento apresentado na Figura 4. Foram avaliadas
cinco concentracdes antigénicas, de 40 a 2,5 ug/mL, combinadas com sete diluicbes
dos pools de soros positivo e negativo, de 1:50 a 1:3200. Os valores de absorbancia
bruta obtidos para os pools de soros positivo e negativo nas diferentes concentragdes
dos peptideos livres, em ambas as placas, incluindo os controles sem antigeno e sem
soro, estao apresentados no Apéndice C.

Na analise, ficou evidente que o pool de soros positivo apresentou elevado
ruido de fundo (background), evidenciado pelos altos valores de absorbéancia
observados mesmo na auséncia de antigeno adsorvido na placa. Este ruido é
dependente da quantidade de soro, uma vez que a absorbancia diminuiu
progressivamente com o aumento da diluicdo sérica. O pool de soros negativos
também apresentou ligagcéo inespecifica, porém em menor magnitude.

O elevado background observado nos ensaios pode estar relacionado a ligagéao
de imunoglobulinas séricas a componentes do sistema de ELISA independentemente
do reconhecimento especifico dos peptideos avaliados. Embora a etapa de bloqueio
seja amplamente utilizada para reduzir a ligacdo inespecifica as superficies da placa,
sua contribuicdo para a reducdo da absorbéncia depende das caracteristicas do
ensaio. Carvalho et al. (2023), ao avaliarem um ELISA indireto para deteccao de IgG
bovina, ndo observaram diferencas significativas nos valores de absorbancia entre
condi¢cdes com bloqueio por albumina sérica bovina (BSA), leite desnatado ou sem
bloqueio. Além disso, Loeffler e Klaver (2017) descreveram que imunoglobulinas
presentes no soro podem estabelecer ligacdes polivalentes, predominantemente de
baixa afinidade, com diferentes componentes do ensaio, inclusive na presenca de
agentes bloqueadores. No presente estudo, a elevada absorbancia nos pogos sem
antigeno adsorvido e sua reducgéo progressiva com o aumento da diluicdo sérica sao
compativeis com a contribuicAo de componentes séricos para o sinal de fundo.
Entretanto, como o mecanismo responsavel por essa reatividade nao foi diretamente

investigado, ndo é possivel estabelecer sua origem especifica. Assim, a ligacao
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polivalente de imunoglobulinas constitui uma hipétese para explicar parte do
background observado, cuja magnitude limita a interpretacdo do reconhecimento
soroldgico dos peptideos.

Apos a subtracao do branco da placa e das contribuicdes do peptideo e do soro
isoladamente, conforme descrito na metodologia, para o peptideo CNPGL-Bbovis-
5E2, os valores residuais foram proximos de zero ou negativos, ndo sendo observado
um padrao consistente de reatividade de IgG associado a presenca do peptideo.
Dessa forma, ndo foram obtidas evidéncias suficientes de reatividade humoral
especifica para justificar a inclusdo do peptideo CNPGL-Bbovis-5E2 na etapa de
avaliagdo com amostras individuais.

Para o CNPGL-Bbovis-5E3, foram observadas respostas residuais no pool de
soros positivos, em diferentes combinacdes de concentracdo antigénica e diluicao
sérica, porém de baixa magnitude. Na placa Corning® Costar® 3590 High Binding, os
valores residuais permaneceram préximos de zero em grande parte das condi¢cbes
avaliadas. Na placa Nunc-Immuno™ MaxiSorp™, foram observadas respostas
residuais relativamente maiores, particularmente nas diluicbes séricas de 1:100 e
1:200. Assim, a selecao da condicdo experimental ndo foi baseada exclusivamente
na obtencdo da maior magnitude de resposta, mas na identificacdo de uma condicao
gue apresentasse maior razao entre as absorbancias do pool positivo e pool negativo
e que apresentasse reatividade residual detectavel e, simultaneamente, permitisse
minimizar a contribuicdo do fundo e do consumo de peptideo e soro, favorecendo sua
utilizacdo na avaliagdo das amostras individuais.

Para o CNPGL-Bbovis-5E5, foram observadas respostas residuais de maior
magnitude em comparagao ao CNPGL-Bbovis-5E3, especialmente na placa Nunc-
Immuno™ MaxiSorp™. Nessa placa, as maiores respostas foram observadas nas
diluicbes séricas de 1:50 a 1:200, com valores residuais positivos em todas as
concentragfes antigénicas avaliadas nessa faixa de diluicdo. Embora também néo
tenha sido observada uma relagéo linear entre concentracdo antigénica e magnitude
da resposta, 0 CNPGL-Bbovis-5E5 apresentou o perfil de reatividade no pool positivo
mais evidente entre os trés peptideos avaliados. Assim como observado para o
CNPGL-Bbovis-5E3, a selecéo da condicao para a avaliagdo das amostras individuais
considerou conjuntamente a razdo (pool postivo/pool negativo), a presenca de

reatividade residual detectavel, a contribuicdo do fundo e a adequacéo da condicao
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para o uso racional de peptideo e soro, e ndo apenas a maior magnitude de resposta
observada.

Considerando conjuntamente a magnitude das respostas residuais, a
comparacao entre as placas e a necessidade de utilizar uma condi¢do que permitisse
detectar reatividade sem aumentar desnecessariamente o consumo de peptideo e
soro, foram selecionadas a concentracdo de 20 pg/mL e a diluicdo sérica de 1:200
para a avaliacdo das amostras individuais dos peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e
CNPGL-Bbovis-5E5.

Em conjunto, a padronizacdo com os peptideos livres demonstrou diferencas
entre os candidatos quanto a magnitude e a consisténcia da reatividade residual de
IgG apods as correcdes. O CNPGL-Bbovis-5E2 nao apresentou reatividade residual
consistente, enquanto os CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 apresentaram
reatividade detectavel, sendo o CNPGL-Bbovis-5E5 aquele que apresentou maior
magnitude de resposta nas condi¢des avaliadas. Com base nesses resultados, os
CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 foram selecionados para a etapa
subsequente de avaliacdo da reatividade de IgG em amostras individuais.

A auséncia de resposta residual consistente para 0 CNPGL-Bbovis-5E2,
mesmo apds as correcdes aplicadas, indicou que ndo havia evidéncia experimental
suficiente de reatividade especifica nas condicbes avaliadas para justificar sua

progresséao para a etapa de analise individual.

5.3.3 Avaliacdo dareatividade soroldgica de amostras individuais

A avaliacdo da reatividade humoral de IgG aos peptideos CNPGL-Bbovis-5E3
e CNPGL-Bbovis-5E5 foi realizada utilizando a concentracéo de 20 pg/mL de peptideo
e a diluicdo sérica de 1:200, selecionadas na etapa de padronizacdo. As amostras
foram analisadas em triplicata e as absorbancias foram corrigidas pela subtracdo do
fundo da placa. A reatividade das amostras individuais foi posteriormente expressa
como porcentagem de positividade (PP), tendo como referéncia a resposta do pool de
soros positivos submetido a diluigdo seriada.

Para cada peptideo, foi construida uma curva de referéncia a partir das médias
das absorbancias corrigidas do pool positivo nas diferentes diluicdes séricas. A
relacéo entre absorbancia e porcentagem de positividade foi ajustada por regressao

exponencial. As equacdes obtidas foram utilizadas para estimar a porcentagem de
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positividade das amostras individuais a partir das respectivas médias das
absorbéancias corrigidas.

As porcentagens de positividade obtidas para as amostras individuais
apresentaram ampla variagcdo entre 0s animais previamente classificados como
positivos para B. bovis (Benavides; Sacco, 2007), indicando diferentes magnitudes de
reatividade de IgG aos peptideos avaliados. Para o CNPGL-Bbovis-5E3, foram
observadas respostas desde valores proximos a 10% até valores superiores a 100%.
Para o CNPGL-Bbovis-5E5, também foi observada heterogeneidade entre as
amostras, com respostas variando desde valores proximos a 8-10% até valores
superiores a 100% de positividade (Tabela 4). Para complementar a avaliacdo da
reatividade humoral, foram determinados os cut-offs para os peptideos CNPGL-
Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 a partir das absorbancias das amostras de
referéncia negativas. As amostras com absorbancia superior ao respectivo cut-off
foram classificadas como reativas, enquanto aquelas com valores iguais ou inferiores

foram classificadas como nao reativas (Tabela 4).

Tabela 4 - Porcentagem de positividade e classificacdo das amostras
individuais segundo o cut-off calculado para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E3
e CNPGL-Bbovis-5ES5.

Diagnéstico Animais PP CNPGL- Cut-off PP CNPGL- Cut-off
Bbovis-5E3 CNPGL- Bbovis-5E5 CNPGL-

Bbovis-5E3 Bbovis-5E5

Positivo 903 10,926 N&o reativo 10,083 N&o reativo

Positivo 912 10,464 N&o reativo 8,653 N&o reativo

Positivo 916 11,646 N&o reativo 7,340 N&o reativo
Positivo 2258 86,195 Reativo 107,300 Reativo
Positivo 2276 74,167 Reativo 85,910 Reativo
Positivo 2279 16,500 Reativo 15,326 Reativo
Positivo 2418 300,220 Reativo 751,211 Reativo
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Diagnostico  Animais PP CNPGL- Cut-off PP CNPGL- Cut-off

Bbovis-5E3 CNPGL- Bbovis-5E5 CNPGL-
Bbovis-5E3 Bbovis-5E5

Positivo 2517 20,673 Reativo 25,921 Reativo

Positivo 2572 20,957 Reativo 45,124 Reativo

Positivo 2690 37,971 Reativo 69,383 Reativo

Positivo 3127 71,026 Reativo 146,563 Reativo
Positivo 3824 12,469 N&o reativo 12,130 N&o reativo
Negativo 3800 11,514 N&o reativo 10,025 N&o reativo
Negativo 3817 10,488 N&o reativo 7,844 N&o reativo
Negativo 3903 12,413 N&o reativo 10,901 N&o reativo
Negativo 3925 11,077 N&o reativo 9,656 N&o reativo
Negativo Pool - 11,646 N&o reativo 9,300 N&o reativo

PP: porcentagem de positividade.
Fonte: elaborada pela autora (2026).

A classificagdo segundo o cut-off foi realizada independentemente da
porcentagem de positividade, permitindo avaliar, de forma complementar, a presenca
de reatividade acima do limite estabelecido a partir das amostras de referéncia
negativas. Dos 12 animais previamente classificados como positivos para B. bovis,
oito (66,7%) apresentaram reatividade aos peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-
Bbovis-5E5, enquanto quatro (33,3%) nao apresentaram reatividade a nenhum dos
dois candidatos (Tabela 4). O padrdo de classificagdo foi idéntico para ambos os
peptideos, com as mesmas oito amostras classificadas como reativas e as mesmas
guatro como néo reativas. Entre as quatro amostras previamente classificadas como
negativas, nenhuma apresentou reatividade aos peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e
CNPGL-Bbovis-5E5.

Considerando a classificacdo utilizada como referéncia, a sensibilidade

estimada foi de 66,7% e a especificidade de 100,0%. Esses valores devem ser
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interpretados com cautela devido ao reduzido numero de amostras avaliadas,
particularmente ao pequeno numero de amostras negativas. Embora a reatividade
sorologica observada para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5
indique a possibilidade de investiga-los como componentes antigénicos de ensaios
imunodiagndsticos, os resultados obtidos ainda n&o permitem estabelecer sua
adequacao para essa finalidade. A sensibilidade observada, o numero reduzido de
amostras negativas e a utilizacao dessas amostras para a determinacao dos pontos
de corte limitam a interpretacdo do desempenho diagndstico. Assim, a avaliacdo de
sua possivel aplicacdo em testes diagnosticos dependeria de estudos adicionais de
validagdo, utilizando painéis maiores e independentes de amostras positivas e
negativas, incluindo a investigacdo de possiveis reacbes cruzadas com outros
hemoparasitos (WOAH, 2023).

A presenca de animais previamente classificados como positivos que n&o
apresentaram reatividade aos peptideos era esperada, uma vez que a classificacdo
como positivo para B. bovis ndo implica necessariamente o reconhecimento de todos
0s antigenos ou epitopos derivados do parasito. No estudo sobre a origem das
amostras, Benavides e Sacco (2007) avaliaram a resposta de bovinos de Bos taurus
apos o desafio com B. bovis e demonstraram a existéncia de diferentes fenétipos de
resposta a infeccdo, incluindo animais suscetiveis, intermediarios e resistentes. A
classificacdo dos animais resistentes, por exemplo, incluia a presenca de B. bovis em
esfregagos sanguineos mesmo na auséncia de sinais clinicos, evidenciando que a
presenca do parasito e a manifestacdo da doenga ndo sdo necessariamente
acompanhadas por respostas fenotipicas uniformes.

Nesse contexto, a auséncia de reatividade aos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-
Bbovis-5E5 em quatro dos animais classificados como positivos ndo deve ser
interpretada como auséncia de resposta imunolégica contra B. bovis, mas como
auséncia de reconhecimento detectavel das sequéncias especificas avaliadas nas
condigcbes empregadas no ELISA. Resultados semelhantes foram observados em
estudos de maléaria, nos quais a frequéncia de reconhecimento de proteinas
recombinantes foi, em algumas situagcbes, superior a observada para peptideos
sintéticos correspondentes, indicando que a resposta humoral contra um antigeno nao
necessariamente se distribui de forma uniforme entre seus diferentes epitopos
(Rodolphi et al., 2024). CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 correspondem a

regides especificas de uma unica proteina e representam, portanto, apenas uma
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pequena fracdo do repertorio antigénico do parasito. A resposta humoral desenvolvida
durante a infecgdo pode variar entre 0os animais e ser direcionada a diferentes
antigenos e epitopos, de modo que a auséncia de reatividade a um determinado
epitopo ndo exclui o reconhecimento de outras regides antigénicas da mesma
proteina ou de outros componentes de B. bovis.

A heterogeneidade observada entre o0s animais evidencia que o0
reconhecimento dos epitopos avaliados ndo ocorreu de forma uniforme entre os
individuos expostos a B. bovis. No presente estudo, os epitopos CNPGL-Bbovis-5E3
e CNPGL-Bbovis-5E5 apresentaram um padrdo coincidente de reconhecimento, com
oito dos 12 animais classificados como positivos apresentando reatividade aos dois
candidatos e quatro ndo apresentando reatividade a nenhum deles. Essa coincidéncia
pode estar relacionada ao fato de os dois epitopos pertencerem a mesma proteina,
de modo que individuos que desenvolveram resposta humoral contra essa proteina
poderiam apresentar maior probabilidade de reconhecer mais de uma de suas regides
antigénicas. Entretanto, o reconhecimento observado ndo permite afirmar que os
animais nao reativos aos peptideos ndo apresentavam resposta imunoldgica contra
B. bovis, uma vez que os candidatos correspondem a apenas duas regides
especificas de uma Unica proteina e representam uma pequena fragdo do repertorio
antigénico do parasito. Dessa forma, a reatividade aos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-
Bbovis-5E5 deve ser interpretada como evidéncia de reconhecimento humoral dessas
sequéncias especificas nas condi¢cbes avaliadas, e ndo como medida direta da
presenca ou auséncia de infeccéo.

5.4 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA CELULAR POR REDUCAO DE
RESAZURINA
5.4.1 Peptideos conjugados com KLH

Apos a avaliacéo da reatividade de IgG aos peptideos, foi avaliado o efeito dos
peptideos sobre a atividade metabdlica de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) de bovinos previamente expostos a B. bovis, por infec¢do natural,
detectada por PCR em tempo real. Essa abordagem permitiu complementar a
caracterizacao experimental dos epitopos previamente selecionados por estratégias
de vacinologia reversa, considerando que respostas humorais e celulares podem
apresentar padrdes distintos apos a exposi¢ao a antigenos de B. bovis (Orinda et al.,

1992; Jaramillo Ortiz et al., 2019). Especificamente, buscou-se investigar se a
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exposicdo das PBMCs aos peptideos selecionados, em diferentes concentracdes e
tempos de incubacdo, modificaria sua atividade metabdlica em relacdo as culturas
nao estimuladas e, no caso dos peptideos conjugados, aos controles contendo
apenas KLH.

A atividade metabdlica celular foi estimada pelo ensaio de reducdo da
resazurina, que permite avaliar indiretamente o metabolismo celular por meio da
conversdo da resazurina em resorufina. Dessa forma, alteracbes na reducdo da
resazurina podem refletir tanto aumento quanto diminuicdo da atividade metabdlica
da cultura, podendo estar associadas a ativacdo celular, proliferacdo ou reducéo da
viabilidade celular. Entretanto, esses processos nao podem ser distinguidos
exclusivamente por esse ensaio (O'Brien et al., 2000; Lavogina et al., 2022; Vieira-da-
Silva; Castanho, 2023).

Os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5,
derivados da proteina predita XP_001609243.1, correspondente ao gene
BBOV_1V000770, e conjugados a KLH, foram utilizados para estimular as PBMCs.
Como os peptideos foram sintetizados conjugados ao KLH na proporc¢éo de 1:1, cada
tratamento foi comparado ao respectivo grupo contendo apenas KLH em
concentragdo equivalente como controle. Esse delineamento permitiu comparar a
atividade metabdlica observada na presenca dos peptideos conjugados com aquela
observada na presenca do KLH isolado, permitindo avaliar se eventuais diferencas
estavam associadas a presenca dos peptideos.

O coquetel contendo PMA e ionomicina foi utilizado como controle positivo de
ativacao celular, enquanto o Triton X-100 foi utilizado como controle de morte celular.
A inclusdo do controle com Triton X-100 também forneceu uma condi¢cdo de baixa
atividade metabdlica para a interpretacdo do ensaio, considerando que a resazurina
pode ser reduzida por diferentes sistemas metabolicamente ativos, incluindo
microrganismos.

Para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2 (Figura 8) e CNPGL-Bbovis-5E5
(Figura 10), n&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos tratados com os peptideos conjugados e os respectivos controles contendo
apenas KLH em nenhuma das concentra¢cdes ou tempos de incubacédo avaliados. Em
todas as comparacdes, a concentracédo de KLH utilizada como controle correspondeu
a metade da concentracdo nominal do peptideo—KLH, considerando a proporgéo de

1:1 em massa utilizada na preparacao dos conjugados. Dessa forma, a comparacéo
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foi estabelecida com base na equivaléncia nominal de massa da proteina carreadora,
e ndo na equivaléncia molar entre os componentes. Os perfis de atividade metabdlica
permaneceram semelhantes entre os tratamentos, ndo sendo detectadas diferencas
na atividade metabdlica das PBMCs entre os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2 e
CNPGL-Bbovis-5E5 conjugados ao KLH e os respectivos controles contendo apenas
KLH nas condi¢des avaliadas.

De forma semelhante, a maioria das comparacdes realizadas para o peptideo
CNPGL-Bbovis-5E3 ndo apresentou diferencas significativas ap0s a correcao para
multiplas comparacdes. Apenas a condicdo correspondente ao peptideo CNPGL-
Bbovis-5E3 na concentracdo de 5 pg/mL, comparada ao grupo tratado com KLH na
concentracdo de 2,5 pg/mL apés 96 horas de incubacdo, permaneceu
estatisticamente significativa apés o ajuste pelo método de Holm (p ajustado =
0,0162), sendo observada atividade metabdlica superior a do grupo tratado apenas
com KLH (Figura 9). Embora a comparacao tenha considerado a equivaléncia nominal
de massa de KLH entre os tratamentos, a diferenca observada néo permite atribuir
isoladamente o aumento da atividade metabdlica a presenca do peptideo, uma vez
gue possiveis efeitos relacionados a composicdo e a conjugacdo com a proteina
carreadora ndo podem ser completamente excluidos. Adicionalmente, outras
comparacdes apresentaram valores de p inferiores a 0,05 antes da correcdo, mas
essas diferencas ndo permaneceram significativas ap6s o ajuste para mdultiplas
comparacoes.

Em conjunto, os resultados demonstraram que a atividade metabdlica das
PBMCs na presenca dos peptideos conjugados foi, de modo geral, semelhante a
observada na presenca do KLH isolado. Considerando que apenas uma das 27
comparacoes realizadas permaneceu estatisticamente significativa apds a correcéo
para multiplas comparagdes, ndo foram identificadas evidéncias consistentes de que
a presenca dos peptideos conjugados promovesse alteragcdes na atividade metabolica
das PBMCs em relagédo aos respectivos controles contendo KLH isolado. Dessa
forma, nas condicbes experimentais avaliadas, os resultados nao permitiram
demonstrar um efeito metabdlico especifico e consistente associado aos peptideos
conjugados, tampouco estabelecer conclusbes sobre sua capacidade de induzir
proliferacao celular ou sobre a auséncia de citotoxicidade. Esse padréo sugeriu que a
contribuicdo da proteina carreadora poderia dificultar a identificacdo de diferencas

especificas associadas aos peptideos. Diante desse cenario, foi realizado um
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segundo ensaio empregando os peptideos em sua forma livre, com o objetivo de
minimizar a contribuicdo da proteina carreadora e avaliar de forma mais especifica

seus efeitos sobre a atividade metabodlica das PBMCs.
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Figura 8 — Atividade metabdlica relativa de PBMCs estimuladas com o peptideo CNPGL-Bbovis-5E2 conjugado ao KLH e
com KLH isolado, em diferentes concentracdes (20, 10, 5 e 2,5 pg/mL) e tempos de incubacéo (48, 72 e 96 h). Resultados
expressos em relacéo ao controle RPMI (100%, linha tracejada), média + desvio-padréo (n = 9). PMA: controle positivo, apresentado
apenas como referéncia visual e ndo incluido nas comparacdes estatisticas. Barras horizontais indicam comparagfes entre 0s
grupos CNPGL-Bbovis-5E2 + KLH e KLH.
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Figura 9 — Atividade metabdlica relativa de PBMCs estimuladas com o peptideo CNPGL-Bbovis-5E3 conjugado ao KLH e
com KLH isolado, em diferentes concentracdes (20, 10, 5 e 2,5 pg/mL) e tempos de incubacéo (48, 72 e 96 h). Resultados
expressos em relacéo ao controle RPMI (100%, linha tracejada), média + desvio-padréo (n = 9). PMA: controle positivo, apresentado
apenas como referéncia visual e ndo incluido nas comparacdes estatisticas. Barras horizontais indicam comparagfes entre 0s
grupos CNPGL-Bbovis-5E3 + KLH e KLH.
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Figura 10 — Atividade metabdlica relativa de PBMCs estimuladas com o peptideo CNPGL-Bbovis-5E5 conjugado ao KLH e
com KLH isolado, em diferentes concentragdes (20, 10, 5 e 2,5 ug/mL) e tempos de incubacéao (48, 72 e 96 h). Resultados
expressos em relacéo ao controle RPMI (100%, linha tracejada), média + desvio-padréo (n = 9). PMA: controle positivo,
apresentado apenas como referéncia visual e ndo incluido nas comparagdes estatisticas. Barras horizontais indicam comparacgées
entre os grupos CNPGL-Bbovis-5E5 + KLH e KLH.

48h 72h 96h
600+
s
o
& 400
e}
o
>
S
o
> 3 :
T‘a“ : .’ L ]
= 200+ . . : ns _ns
X oL E °l. : :
2 ns ns ns b, L B ns o« =S ns , ° ns -[- T ®
| N - To- - Jr- - --st - —F--| - _F b _s~g._ o _gn___p--JL - T i, S T _ _
A i i B R ¥ il I’.T : Ii F
0- . =
PMA 20 10 10 5 5 25 PMA 20 10 10 5 5 25 PMA 20 10 10 5 5 25

Concentration (ug/mL)
|:| PMA (reference) D CNPGL-Bbovis-5E5 + KLH D KLH
ns: ndo significativo.

Fonte: elaborada pela autora (2026)



81

5.4.2 Peptideos livres

Nesse novo ensaio, foram avaliados os efeitos da concentragéo e do tempo de
incubacédo sobre a atividade metabolica de PBMCs estimuladas com cada peptideo
em sua forma livre. A analise por Aligned Rank Transform (ART) demonstrou que os
trés peptideos apresentaram perfis distintos de atividade metabdlica das PBMCs em
funcdo da concentragao e do tempo de incubacéo (Figura 11).

Para CNPGL-Bbovis-5E2, foi observado efeito significativo da concentracao (F
= 3,26; p = 0,0450), sem efeito significativo do tempo de incubacédo (p = 0,0771) ou
da interacdo entre concentragédo e tempo (p = 0,6450). Entretanto, as comparacoes
multiplas realizadas pelo procedimento ART-C néo identificaram diferencas
significativas entre as concentracdes apdés o ajuste pelo método de Holm. Assim,
embora tenha sido identificado efeito global da concentracdo, ndo foi possivel
estabelecer, a partir das comparagfes pareadas ajustadas, quais concentragdes
diferiram entre si. Dessa forma, os resultados ndo permitem caracterizar uma relacéo
dose-resposta especifica para 0 CNPGL-Bbovis-5E2 nas condi¢Ges avaliadas.

Para o CNPGL-Bbovis-5E3, foram observados efeitos significativos tanto da
concentracéo (F = 6,26; p = 0,0033) quanto do tempo de incubacgéo (F = 4,66; p =
0,0130), sem interacgao significativa entre esses fatores (p = 0,2220). As comparacdes
pareadas evidenciaram diferencas associadas a concentracdo, com maior atividade
metabdlica nas concentracdes de 20 pg/mL e 10 pug/mL em relacdo a concentracao
de 5 pg/mL (p = 0,0035 e p = 0,0266, respectivamente), enquanto nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre 20 e 10 ug/mL. Em relacdo ao tempo de
incubacéo, verificou-se maior atividade metabdlica apds 96 horas quando comparado
a 48 horas (p = 0,0114), ndo sendo observadas diferencas significativas entre 48 e 72
horas ou entre 72 e 96 horas. Esse resultado indica aumento da atividade metabdlica
no periodo de 96 horas em relacdo a 48 horas, sem evidéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os intervalos intermediarios avaliados.

Para o peptideo CNPGL-Bbovis-5E5, apenas o tempo de incubacéo influenciou
significativamente a atividade metabolica das PBMCs (F = 6,50; p = 0,0027), néo
sendo observados efeitos significativos da concentracao (p = 0,0863) ou da interacéo
entre concentracdo e tempo (p = 0,5378). As comparag¢des multiplas evidenciaram
diferencas significativas entre 48 e 72 horas (p = 0,0310) e entre 72 e 96 horas (p =
0,0025), enquanto nao foi observada diferenca entre 48 e 96 horas. Esses resultados

indicam que, para CNPGL-Bbovis-5E5, as diferencas observadas na atividade
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metabdlica estiveram associadas ao tempo de incubacdo, enquanto a variacdo da
concentragéo entre 5 e 20 ug/mL n&o produziu efeito estatisticamente detectavel nas
condi¢cBes avaliadas.

De modo geral, ndo foram identificadas interacbes estatisticamente
significativas entre concentracdo e tempo de incubacao para nenhum dos peptideos
avaliados. Dessa forma, os efeitos principais desses fatores foram interpretados
separadamente, uma vez que nao houve evidéncia estatistica de que o efeito da
concentracdo sobre a atividade metabdlica dependesse do tempo de incubacéo, ou
vice-versa, nas condi¢cdes experimentais estudadas. Entre os trés candidatos,
CNPGL-Bbovis-5E3 apresentou o perfil mais consistente de atividade metabdlica,
com efeitos significativos tanto da concentracdo quanto do tempo de incubacéo e
diferencas identificadas nas comparacfes pareadas ap0s o ajuste para multiplas
comparagtes. O peptideo CNPGL-Bbovis-5E2 apresentou apenas efeito global da
concentracdo, sem diferencas significativas entre as concentracbes apos o ajuste,
enquanto o CNPGL-Bbovis-5E5 apresentou efeito significativo exclusivamente do
tempo de incubacédo. Em conjunto, esses resultados demonstram que a utilizacdo dos
peptideos em sua forma livre permitiu caracterizar diferencas nos perfis de atividade
metabodlica das PBMCs entre os trés candidatos, em contraste com a baixa
capacidade de discriminacao observada entre os peptideos conjugados ao KLH e os
respectivos controles.

Apesar das diferencas observadas entre os candidatos, os resultados devem
ser interpretados considerando que a reducéo da resazurina constitui uma medida
indireta da atividade metabdlica celular. Assim, as alteracbes detectadas nao
permitem determinar isoladamente se decorreram de ativacéo celular, proliferacao,
alteracdes metabolicas associadas ao estado funcional das células ou mudancas na
viabilidade celular. Dessa forma, o maior efeito observado para o CNPGL-Bbovis-5E3
indica maior modulacdo da atividade metabdlica nas condi¢bes avaliadas, mas néo

constitui, isoladamente, evidéncia de proliferacdo celular especifica.
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Figura 11 — Atividade metabdlica relativa de PBMCs estimuladas com os peptideos livres CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-
Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 em diferentes concentracdes (20, 10 e 5 ug/mL) e diferentes tempos de incubacéo (48, 72
e 96 h). Resultados expressos em relacdo ao controle RPMI (100%, linha tracejada), média £ desvio-padrao (n = 9). ConA: controle
positivo, apresentado apenas como referéncia visual e ndo incluido nas comparacfes estatisticas. Barras horizontais indicam

comparacoes entre concentracoes.
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5.4.3 Discusséao integrada dos ensaios de atividade metabdlica

Os resultados obtidos demonstraram que a forma de apresentacdo dos
peptideos influenciou diretamente a interpretacdo de seus efeitos sobre a atividade
metabdlica das PBMCs. No primeiro ensaio, 0s peptideos foram avaliados conjugados
a proteina carreadora KLH, tendo sido incluido o KLH isoladamente como controle
para verificar a contribuicdo do carreador sobre a resposta celular. Essa comparacao
mostrou, de modo geral, perfis de atividade metabdlica semelhantes entre os
peptideos conjugados e o KLH isolado, com baixa capacidade de discriminacéo entre
os tratamentos. Para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2 e CNPGL-Bbovis-5E5, nédo
foram observadas diferencas significativas em relacao aos respectivos controles apos
a correcdo para multiplas comparacdes, enquanto para o peptideo CNPGL-Bbovis-
5E3, apenas uma comparacao permaneceu significativa apds o ajuste. Assim, 0s
resultados ndo forneceram evidéncias consistentes de que a presenca do peptideo
conjugado fosse, isoladamente, responsavel pelas diferencas observadas na
atividade metabolica das PBMCs.

Esse padrdo deve ser interpretado considerando que o KLH ndo constitui
necessariamente um componente biologicamente inerte em um sistema celular.
Embora tenha sido utilizado como proteina carreadora na primeira sintese de
peptideos, em razdo da intencdo de emprega-los posteriormente em estudos de
imunizacdo para aumentar a resposta imunolégica a peptideos, ha evidéncias
experimentais de que o KLH pode interagir diretamente com células do sistema imune.
Em células monociticas humanas, por exemplo, foi demonstrado que o KLH é capaz
de induzir ativacdo de NF-kB, envolvendo as vias de Syk e Erk, indicando que a
molécula pode desencadear respostas celulares inatas independentemente do
antigeno a ela conjugado (Yasuda; Ushio, 2016). Além disso, o KLH é capaz de induzir
respostas imunes especificas contra o proprio carreador, o que reforca a ideia de que
sua presenca pode constituir uma fonte adicional de estimulagdo em sistemas que
avaliam células imunocompetentes (Saghari et al., 2022).

No contexto do presente estudo, essa caracteristica € particularmente
relevante, pois as PBMCs foram estimuladas diretamente ex vivo. Portanto, uma
reducdo da resazurina na presenca de KLH ndo deve ser interpretada
automaticamente como evidéncia de proliferacdo de linfécitos T especificos para
peptideos. O aumento da atividade metabdlica poderia, pelo menos em parte, refletir

a ativacdo de ceélulas presentes na fracdo de PBMCs, incluindo células
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apresentadoras de antigeno, como mondcitos, cuja atividade metabdlica pode ser
modificada ap6s o contato com estimulos imunolégicos (Yasuda; Ushio, 2016). Dessa
forma, a semelhanca entre os grupos contendo peptideo-KLH e KLH isolado pode ter
reduzido a capacidade do ensaio de discriminar um efeito especifico associado aos
peptideos.

A conjugacdo também pode modificar a maneira pela qual o peptideo é
disponibilizado as células. Proteinas exogenas internalizadas por células
apresentadoras de antigeno podem ser processadas em compartimentos
endossomais, gerando peptideos que sao posteriormente apresentados por
moléculas de MHC de classe Il aos linfécitos T CD4* (Roche; Furuta, 2015). Quando
um pequeno peptideo € covalentemente ligado a uma proteina de grande massa
molecular, como o KLH, a célula passa a internalizar e processar uma estrutura
distinta daquela formada pelo peptideo livre. Consequentemente, € possivel que a
conjugacao seja capaz de modificar a eficiéncia e a cinética de processamento e de
apresentacdo do epitopo. Essa possibilidade é consistente com estudos que
demonstram que diferentes estratégias de conjugacdo de um mesmo peptideo ao
KLH podem modificar tanto a magnitude quanto o perfil da resposta imune celular
induzida (Kirkley; Goldstein; Naylor, 2001).

Assim, no presente experimento, a resposta observada para os conjugados
pode representar a contribuicdo combinada do KLH e do peptideo, além das
alteracdes provocadas pela propria conjugacédo sobre a disponibilidade do epitopo. E
importante, entretanto, que essa interpretacao seja apresentada como uma hipétese
mecanistica plausivel, e ndo como um mecanismo demonstrado no modelo bovino
utilizado neste estudo. Os experimentos realizados n&o permitiram determinar
diretamente quais populacdes celulares responderam ao KLH nem avaliar o
processamento ou a apresentacao dos peptideos conjugados.

Diante dessa limitacdo, a repeticdo do ensaio com os peptideos em sua forma
livre constituiu uma estratégia importante para reduzir a contribuicdo do carreador e
permitir uma avaliagdo mais especifica dos candidatos. Nessa condicdo, os trés
peptideos apresentaram perfis distintos de modulagédo da atividade metabdlica das
PBMCs. O peptideo CNPGL-Bbovis-5E2 apresentou efeito global da concentracao,
mas as comparacdes pareadas ndao permaneceram significativas ap0s o ajuste para
multiplas comparacgdes, ndo sendo possivel estabelecer uma relacdo dose-resposta
especifica. O peptideo CNPGL-Bbovis-5E5 apresentou efeito significativo do tempo
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de incubacgao, mas nao da concentracéo, indicando que suas alteragdes na atividade
metabdlica estiveram associadas principalmente ao periodo de exposic¢éao.

O peptideo CNPGL-Bbovis-5E3 apresentou o perfil mais consistente entre os
trés candidatos, uma vez que foram identificados efeitos significativos tanto da
concentracdo quanto do tempo de incubacdo. As comparacdes pareadas
demonstraram maior atividade metabdlica nas concentracfes de 20 e 10 pg/mL em
relacdo a 5 pg/mL, enquanto, em relacdo ao tempo, a atividade metabdlica foi maior
ap6s 96 horas quando comparada a 48 horas. Nao foi observada interacéo
estatisticamente significativa entre concentracdo e tempo de incubagao, permitindo
interpretar separadamente os efeitos principais desses fatores nas condi¢gbes
avaliadas.

A identificacdo desse padrado € particularmente relevante quando considerada
em conjunto com os resultados obtidos no ELISA. Entre os trés candidatos avaliados,
0s peptideos CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5  apresentaram
reconhecimento soroldgico por IgG em parte dos animais positivos para B. bovis,
enquanto o peptideo CNPGL-Bbovis-5E2 néo apresentou reatividade residual
consistente. Por essa razéao, apenas CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 foram
posteriormente avaliados utilizando amostras individuais. Dessa forma, CNPGL-
Bbovis-5E3 foi o Unico dos trés candidatos que reuniu, nas condi¢cdes experimentais
avaliadas, evidéncias de reconhecimento humoral e um perfil consistente de
modulacdo da atividade metabdlica associado tanto a concentracao quanto ao tempo
de incubacédo. Esse conjunto de resultados permite destaca-lo como o candidato mais
promissor entre os trés peptideos avaliados neste estudo.

Essa priorizagcdo, entretanto, deve ser interpretada dentro dos limites do
modelo experimental empregado. As PBMCs utilizadas foram obtidas de animais
previamente expostos a infeccdo natural por B. bovis, de modo que o desenho
experimental buscou explorar a possibilidade de que a exposicéo prévia ao parasito
tivesse estabelecido populagdes celulares capazes de responder novamente ao
estimulo antigénico. Em uma resposta de memoria, linfocitos T especificos podem ser
reativados apds o reencontro com seus antigenos, especialmente quando peptideos
sdo apresentados por moléculas de MHC. Entretanto, a fracdo de PBMCs contém
diferentes populacdes celulares, e o ensaio empregado nao permite determinar quais

delas contribuiram para o sinal observado.
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Essa questdo € particularmente importante porque a reducédo da resazurina
constitui uma medida indireta da atividade metabdlica celular. A conversdo da
resazurina em resorufina pode ser influenciada por alteracdes associadas a ativacao
celular, metabolismo, proliferacédo e viabilidade, sem permitir a distingdo entre esses
processos (O'Brien et al., 2000; Lavogina et al., 2022; Vieira-da-Silva; Castanho,
2023). Portanto, embora o maior efeito observado para o peptideo CNPGL-Bbovis-
5E3 seja compativel com uma maior modulacdo da atividade metabdlica das PBMCs,
ele ndo constitui, isoladamente, demonstracdo de proliferacdo de linfécitos T
especificos (Uzarski et al., 2017). Essa cautela € especialmente necessaria porque
monA@citos ativados ou outras células presentes na cultura também podem contribuir
para a reducado da resazurina.

A utilizacdo do periodo de 96 horas teve como finalidade permitir tempo
suficiente para que respostas celulares decorrentes do reconhecimento antigénico
pudessem se estabelecer e, potencialmente, resultar em expansao celular. Ainda
assim, o delineamento experimental ndo permite demonstrar diretamente que o
aumento observado tenha resultado da divisdo de linfocitos antigeno-especificos. A
avaliacdo direta da proliferacdo por métodos baseados na diluicdo de corantes
fluorescentes, como CFSE ou CellTrace, associada a citometria de fluxo e a
marcadores fenotipicos, como CD3, CD4 e CD8, permitiria caracterizar as populacées
celulares em proliferacdo e avaliar sua associacdo com os linfécitos T. Da mesma
forma, a avaliagcdo da producdo de citocinas, como IFN-y, IL-2 e TNF-a, poderia
fornecer evidéncias complementares de ativacao funcional especifica apds o estimulo
antigénico. A aplicacdo dessas estratégias em bovinos, contudo, pode ser limitada
pela disponibilidade de reagentes e painéis espécie-especificos, constituindo uma
perspectiva para estudos posteriores.

Outro aspecto importante para a interpretacdo dos resultados é a origem dos
trés peptideos avaliados. A selecdo ndo foi realizada de maneira aleatéria entre as
nove proteinas inicialmente priorizadas. A proteina XP_001609243.1, correspondente
ao gene BBOV_IV000770, destacou-se por concentrar cinco dos epitopos candidatos
identificados na etapa de vacinologia reversa. As regides correspondentes aos cinco
epitopos foram avaliadas conjuntamente pelos amplicons GN5A e GN5B e
apresentaram elevada conservacdo nas amostras brasileiras analisadas. Essa

evidéncia de conservacgao, associada a concentracdo de multiplos candidatos em uma



88

mesma proteina, fundamentou a priorizacdo dessa proteina para a caracterizacao
experimental.

A partir dos cinco epitopos conservados, foram selecionados para a primeira
sintese quimica os epitopos 5.E2, 5.E3 e 5.E5, correspondentes aos peptideos
sintéticos CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5ES5,
respectivamente. A escolha considerou ndo apenas a conservacdo das regides
génicas, mas também as caracteristicas fisico-quimicas dos candidatos e a
necessidade de restringir inicialmente o nimero de epitopos submetidos a sintese e
aos ensaios experimentais subsequentes, em razao dos custos envolvidos. Assim, a
avaliacdo de trés peptideos derivados da mesma proteina constituiu uma estratégia
de aprofundamento da caracterizacdo de uma proteina que havia se destacado
durante a etapa de priorizacdo, permitindo comparar diferentes regifes antigénicas
dentro de um mesmo alvo molecular.

E importante destacar, contudo, que a escolha desses trés peptideos nao
implica que os demais candidatos tenham sido descartados. Os epitopos 5.E1 e 5.E4,
também pertencentes a proteina XP_001609243.1 e incluidos na avaliacdo de
conservacao genética, ndo foram submetidos as etapas experimentais de sintese e
caracterizagao realizadas neste estudo. Dessa forma, permanecem como candidatos
a serem avaliados em estudos futuros. Essa distincdo € relevante porque o0s
resultados obtidos para os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-Bbovis-5E3 e
CNPGL-Bbovis-5E5 ndo permitem extrapolar o desempenho observado para os
demais epitopos da proteina.

Além disso, embora a proteina XP_001609243.1 tenha apresentado cinco
regides candidatas e elevada conservacdo nas amostras analisadas, essa evidéncia
molecular foi obtida a partir de um numero restrito de isolados brasileiros, ndo
permitindo afirmar que essas regides sejam universalmente conservadas em B. bovis.
Da mesma maneira, o reconhecimento soroldgico observado para CNPGL-Bbovis-
5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 ocorreu em parte dos animais avaliados e apresentou
heterogeneidade entre as amostras, 0 que é compativel com a possibilidade de
respostas imunes individuais direcionadas a diferentes regibes antigénicas do
parasito.

Em conjunto, os resultados obtidos estabelecem uma sequéncia de priorizacao
experimental na qual a conservacdo genética, o reconhecimento sorolégico e a

atividade metabolica das PBMCs foram considerados de maneira integrada. Dentre
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os trés candidatos efetivamente avaliados, CNPGL-Bbovis-5E3 apresentou a
evidéncia experimental mais consistente, reunindo reconhecimento por IgG e
modulacdo da atividade metabdlica associada a concentracdo e ao tempo de
incubacdo. Entretanto, a atividade metabdlica medida pela reducdo da resazurina
deve ser interpretada como um indicador funcional indireto e ndo como demonstracao
isolada de proliferagdo ou imunogenicidade celular especifica. Estudos adicionais,
utilizando abordagens capazes de identificar as populacdes celulares responsivas,
medir diretamente a proliferacdo e caracterizar a producdo de citocinas, serdo
necessarios para determinar se a resposta observada para CNPGL-Bbovis-5E3
corresponde efetivamente a ativacdo de células de memdria especificas. Da mesma
forma, estudos de imunogenicidade in vivo e protecdo serdo necessarios para

determinar seu real potencial como candidato vacinal.
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6 CONCLUSAO

A analise in silico do proteoma predito a partir do genoma da linhagem T2Bo
de B. bovis permitiu priorizar nove proteinas de membrana plasmatica com potencial
antigénico e identificar 31 epitopos candidatos, selecionados pela integracdo de
parametros de localizacdo subcelular, acessibilidade, antigenicidade e potencial de
reconhecimento imunolégico. A proteina 5 (XP_001609243.1) destacou-se por
concentrar cinco dos epitopos selecionados, sendo priorizada para as etapas
subsequentes de validacdo experimental.

A avaliagdo molecular demonstrou amplificacdo consistente das regides do
gene BBOV_IV000770 pelos pares de primers GN5A e GN5B. O sequenciamento e
o alinhamento a sequéncia de referéncia T2Bo evidenciaram elevada similaridade e
conservacao das regides codificadoras correspondentes aos cinco epitopos avaliados
nos isolados brasileiros analisados.

Na avaliacdo da resposta humoral, os peptideos sintéticos CNPGL-Bbovis-5E3
e CNPGL-Bbovis-5E5 apresentaram reatividade de IgG em parte dos soros de
animais previamente classificados como positivos para B. bovis, com
heterogeneidade na magnitude das respostas entre os animais. O peptideo CNPGL-
Bbovis-5E2 ndo apresentou reatividade residual suficientemente consistente para
prosseguir a avaliagdo com amostras individuais.

Na avaliacao da resposta celular por meio da atividade metabdlica das PBMCs,
0s peptideos conjugados ao KLH apresentaram, de modo geral, perfis semelhantes
aos observados para o KLH isolado, o que motivou a avaliacdo dos peptideos em sua
forma livre. Nessa condicdo, os trés candidatos apresentaram perfis distintos: o
CNPGL-Bbovis-5E2 apresentou efeito global da concentracdo, sem diferencas
significativas entre as concentracdes apds as comparacdes pareadas; o CNPGL-
Bbovis-5E3 apresentou efeitos significativos da concentracdo e do tempo de
incubacéo; e 0 CNPGL-Bbovis-5E5 apresentou efeito significativo exclusivamente do
tempo de incubacdo. N&o foram identificadas interacOes estatisticamente
significativas entre concentracéo e tempo de incubacao para nenhum dos peptideos,
permitindo a interpretacdo separada dos efeitos principais desses fatores nas
condi¢cBes avaliadas. Em conjunto, os resultados demonstraram que a utilizagcdo dos
peptideos em sua forma livre permitiu caracterizar diferencas nos perfis de atividade

metabodlica das PBMCs entre os trés candidatos, destacando-se o CNPGL-Bbovis-
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5E3 por apresentar o perfil mais consistente, com efeitos significativos tanto da
concentracao quanto do tempo de incubacéo.

Em conjunto, os resultados permitiram priorizar o CNPGL-Bbovis-5E3 entre os
trés candidatos avaliados, por apresentar simultaneamente reatividade de IgG em
parte dos soros de animais positivos para B. bovis e o perfil mais consistente de
modulacdo da atividade metabdlica das PBMCs, com efeitos associados a
concentracdo e ao tempo de incubacéo. Essa priorizacdo constitui uma etapa inicial
de caracterizacdo experimental, sendo necessarios estudos adicionais para
determinar a natureza das respostas celulares observadas, bem como avaliar a

imunogenicidade e a capacidade de indugéo de protecdo dos candidatos.
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APENDICES

APENDICE A - Resultados do pipeline de predicéo de epitopos B e T e selecéo dos candidatos de Babesia bovis linhagem T2Bo.

ID proteina

Apresentacao

Sequéncia

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1
XP_051623602.1 BoLA-T2a
BoLA-T2b
BoLA-T2C
Exposto
Coil
deepTMHMM
IUPRed

MVITTQLIPWLISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQEFGGCMRDW
MVITTQLIPWLIISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQEFGGCMRDW
MVITTQLIPWLIISMEKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTQLIPWLISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIFTWLVEGEKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTOLIPWLISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVEGEKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTQLIPWLIISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIETWLVEGEKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTQLIPWLIISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTQLIPWLISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTOLIPWLISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTOLIPWLIISMEFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLEFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTQLIPWLIISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVEGEKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW
MVITTOLIPWLIISMFKAAYAEDDSGSNGSSTKYYILIGAGIFVIAAIVVLVYLDWNDHLKSLDDKKWIYVLFVLCGFAGLIIFTWLVFGFKRYTNLDRRTLLTYFLIR
AAHDPPQFGGCMRDW

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
XP_001610297.1 BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1

BoLA-T2a

MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVEYDVTADETTAVODTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQOGFYQRYKQEVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVODTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYOQORYKQFVVKHNKTFTIVLG
VLSGLLLVGALVACCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYOQRYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQORYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFETIVLGVLSGLLLVGALVA
CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVEWMGLEGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFEGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
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ID proteina  Apresentacao Sequéncia
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLG
BoLA-T2b VLSGLLLVGALVACCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
BoLA-T2C CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGIPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLG
Exposto VLSGLLLVGALVACCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLG
Coil VLSGLLLVGALVACCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVODTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
deepTMHMM  CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG
MVRYRKLSVALLLYTTILCITEVFYDVTADETTAVQDTVPGTPESPNSSTTADLDRPEDIEESTSRTAESQGFYQRYKQFVVKHNKTFTIVLGVLSGLLLVGALVA
IUPRed CCVKGGEMKEYVAFLIIPIVFWMGLFGYMVYKLYGNKVMAFFKNKKAAVVKSTVDSTG

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1

XP_001611131.1 BoLA-T2a
BoLA-T2b
BOLA-T2C
Exposto
Coil
deepTMHMM
IUPRed

MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTODSTSSTGDSLGYYOQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAEYCFOQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVQNTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFESTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVQNTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSOQOKFESTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVOQNTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFETIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVQNTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVOQNTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIELVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSOQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTODSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSOQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTODSTSSTGDSLGYYQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFOQENGKDGANYVSIVIIPIVEWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTQDSTSSTGDSLGYYOQKYKQFVNKHNKTFETIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG
MALSQKFSTALLLYTTILWISQVTYDVSANELAEVONTVPGSAESNEQTAAGDLDSSYIRTODSTSSTGDSLGYYOQKYKQFVNKHNKTFTIVLGVLSAIFLVGVII
AIAFYCFQENGKDGANYVSIVIIPIVFWLALFGYMVYKLYGSEILAYFKSKKAPVVKSTVDTSG

Epitopo B dtu

MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
KAAEEVVTS
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ID proteina  Apresentacao Sequéncia

MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-D18.4 KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-HD6 KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-JSP.1 KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-T2a KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-T2b KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

BoLA-T2C KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

Exposto KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

Coil KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

deepTMHMM  KAAEEVWVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK

IUPRed KAAEEVVTS

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
XP_001609243.1
BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1

BoLA-T2a

BoLA-T2b

MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSODATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPONHEDAVYKQLTEKFSHGQPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFQKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLEDGSYFTYSTPGFTDDVAVSOQODATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPONHEDAVYKOQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFEIIPNLFOKWWRNKOLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDYL
VEKKFEYRTSVPPYPOQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKOQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFOKWWRNKOLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKQLTEKFSHGQPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFQKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFES
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKQLTEKESHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFEIIPNLFOKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSESVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKQLTEKFSHGQPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPEIPNLFOKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFQKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFS
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ID proteina  Apresentacao

Sequéncia

BoLA-T2C

Exposto

Caoil

deepTMHMM

IUPRed

MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPQNHEDAVYKQLTEKFSHGQPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFQKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALFS

MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPOQNHEDAVYKQLTEKFSHGQPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFQKWWRNKQLEKTRNNVKEYLKRALES
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQOVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLEFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSODATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPOOYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPONHEDAVYKQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFOKWWRNKOLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPQQYSVRENKDVDMDVVADHVGKVVRKIASYVPONHEDAVYKQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFIIPNLFOKWWRNKOQLEKTRNNVKEYLKRALFS
MARKIAAFSFSVLGNVLKLLLAVTLLTNVLCEHQVADKVTDGAHPSCMGLTEPSPSHSLFDGSYFTYSTPGFTDDVAVSQDATTNADTPNDVTSSDATAIDDKK
FEYRTSVYLVEPPYPOOYSVRENKDVYDMDVVADHVGKVVRKIASYVPONHEDAVYKQLTEKFSHGOPIPIPTYLAYSLAGISDGKLRGNNFEGLLDCLADIMLK
SDSDETSNPFEIIPNLFOKWWRNKOLEKTRNNVKEYLKRALES

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb

BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1
BoLA-T2a
BoLA-T2b
BoLA-T2C

XP_001609537.1

EXxposto
Coil
deepTMHMM
IUPRed

MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
KAAEEVVTS
MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
KAAEEVVTS

MDCMVGVIGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/I’I‘S'?:FT\/IE\\//(\S/\-;I%ILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAM IIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/I’I‘S'?:FT\/IE\\//(\S/\-;I%ILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAM IIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/IAISAC\ZFY\/IE\\//C\E/\T/-IS(‘BILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIG MWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/IAISAC\:FT\/IE\\//C\S/\T/-ISGILFFLGVSANAPEG EAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/I’I‘S'?:FT\/IE\\//(\S/\-;I%ILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAM IIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/IAD'?:FT\/IE\\//(\S/\I%ILFFLGV§ANAPEG EAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/I?‘DAC\Z%(\EQ/—ISGILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAM HAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
%\\//C\S/\-I/—ISGILFFLGVSANAPEG EAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAMIIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
I\K/I?)ACFT\/IE\\//(\B/\-;I%ILFFLGVSANAPEGEAKVDTSTKGVGGKFFGNKKAM IIAAVILVLLIVVGVSIGMWAHNGGGGGKEAWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAK
KAAEEVVTS
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ID proteina  Apresentacao

Sequéncia

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
BoLA-D18.4
BoLA-HDG6
BoLA-JSP.1
XP_001608791.1 BoLA-T2a

BoLA-T2b
BoLA-T2C
Exposto
Coll
deepTMHMM
IUPRed

MDCEVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFEGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I_IVD\éTFZ/GLIGIFYFLGVSANSPEG EAKVDTSTKGVGSKFEGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
EVVT
MDCFVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
hEA\é)\/CTFS\/GLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAM IIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I\I/D\éTFSVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAM IIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I\I/D\éTFSVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKI RNLFAKKAAE
I\E/I\I/D\é:TFSVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGG ILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I\I/D\éTFSVGLIG IFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I\I/D\éTFSVGLIG IFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
I\E/I\I/D\é:TFSVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAM IAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
II\E/I\I/D\éTFSVGLIGIFYFLGVSANSPEG EAKVDTSTKGVGSKFEGNKKAMIIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
I\E/I\I/D\(/:TFSVGLIGIFYFLGVSANSPEGEAKVDTSTKGVGSKFFGNKKAM IIAGVILVLVIVICVSIWKCSDNGSPDAKWSAGIVIGVLAIGGILCYIFRNKIRNLFAKKAAE
EVVTS

Epitopo B dtu
XP_001610365.2 Epitopo B iedb

BoLA-D18.4

BoLA-HDG6

MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRROSLSSSFGKENTRLNSVOQOPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRODSIENTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLOKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLEHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRROSLSSSEGKENTRLNSVOQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRODSIENTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTOQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIENTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTOQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVYQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQOLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNROLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
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ID proteina  Apresentacao

Sequéncia

BoLA-JSP.1

BoLA-T2a

BoLA-T2b

BoLA-T2C

Exposto

Cail

deepTMHMM

IUPRed

MYGTOTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRROSLSSSFGKFNTRLNSVYQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNROLPIDWNEHLKIAFECYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKEKPVRLALLTLEHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME

MYGTQTRRECALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKENTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLOKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFEISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME

MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFECYLIRETCDNEE
WVKOLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLEHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQOPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIENTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNROLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTOQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTOTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFENTRLNSVOQOPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRODSIEFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLOKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVORYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFEITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNROLPIDWNEHLKIAFECYLIRETCDNEE
WVKOLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME
MYGTQTRRFCALSMLMKLLLALLPAILLLAPPAVPIVAPRRQSLSSSFGKFNTRLNSVQQPLCSVPSSRLRNETISVVVHSFWRQDSIFNTRIELVGNDTDTGLQ
IKRKIEAITGVPICLQKLYASDGPPPNDAMVPLEDSDRIGYFPSLIRLRHDTHGKEIHIQLKLPVPLLYRTTYDPGKYQEYLSAVQRYSTLLRKAKDSRSNPKLML
DPLSVMEENVMDNATADDSILGGTKLDSVTNIGYNDTIPADSYSYKSRFITPNRRIYLNFFEDLPEPMGSAKLLYWLNRQLPIDWNEHLKIAFFCYLIRETCDNEE
WVKQLLLYSPPLFIISKFKPVRLALLTLFHMLPLNWLPRAITTIFPAHIAQLME

Epitopo B dtu
Epitopo B iedb
BoLA-D18.4
BoLA-HD6
BoLA-JSP.1
BoLA-T2a
BoLA-T2b

XP_001610035.1

MGLWGYGETRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFELLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
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ID proteina  Apresentacao Sequéncia
BoLA-T2C MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
Exposto MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
Coil MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
deepTMHMM  MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNQKSKE
IUPRed MGLWGYGFTRESKRARATRRYGAFYLCSMFLLPSFIWYCFGNPAVTGWFIKRAIPITYPPESNPRVISRIYHDKSDGNNOKSKE

ID: identificador da proteina; Epitopo B DTU: regifes preditas pelo BepiPred 2.0; Epitopo B IEDB: regides preditas pela Immune Epitope Database (IEDB);
BoLA-D18.4: BoLA-HD6: BoLA-JSP.1: BoLA-T2a: BoLA-T2b e BoLA-T2C: regibes com potencial de ligacdo a moléculas BoLA de classe | preditas pelo
NetMHC 4.0; Exposto: regides classificadas como extracelulares pela andlise de topologia; Coil: regiées classificadas como coil; deepTMHMM: predi¢do da
topologia transmembrana; IUPred3: regides intrinsecamente desordenadas. Sublinhado: regides identificadas nas respectivas analises.

Fonte: Elaborada pela autora (2026).
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APENDICE B - Valores de absorbancia bruta obtidos na padronizacéo do ELISA indireto utilizando os peptideos CNPGL-Bbovis-5E2, CNPGL-
Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 conjugados ao KLH.

Absorbéancia bruta

Antigeno/

Diluic&o Sérica Pool positivo Pool negativo

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 0 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 0

CNPGL-Bbovis-5E2 + 0,936 0665 0,781 0575 0,461 0,388 0,3 0,203 0,795 0,641 0,659 0573 0464 0414 0,321 0,196
KLH 40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 + 0,954 0877 0916 0656 0493 0419 0,304 0,194 0807 0,554 0644 0548 0,427 0,403 0,341 0,203
KLH 20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 + 0,673 0,725 0,719 0,61 0,461 0,351 0,279 0,161 0,769 0,493 0,577 0375 0384 0,345 0,313 0,178
KLH 10 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 + 0,704 0,716 0,759 0,549 0438 0354 0,282 0,148 0,672 0,547 0,468 0457 0,316 0,28 0,238 0,164
KLH 5 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 + 0,997 0,787 0,888 0,562 0456 0,325 0,24 0,128 0,601 0,279 0,353 0,345 0,254 0,221 0,193 0,139
KLH 2,5 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 + 0,802 0,765 0,68 0,509 0422 0,292 0,208 0,115 0,324 0,484 0,278 0,291 0,197 0,2 0,138 0,137
KLH 40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 + 0,903 0,799 0,745 0,598 0,404 0,317 0,225 0,111 0,444 0,44 0,275 0,315 0,191 0,194 0,147 0,123
KLH 20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 + 0,992 0,827 0,75 0,569 0,402 0,216 0,146 0,106 0,362 0,363 0,256 0,291 0,212 0,172 0,111 0,124
KLH 10 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 + 0,856 0,848 0,796 0,531 0,4 0,35 0,157 0,109 0,34 0,291 0,273 0,264 0,141 0,145 0,105 0,086
KLH 5 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 + 0,909 0869 0599 0444 0,161 0,288 0,218 0,084 0,288 0,286 0,165 0,23 0,135 0,156 0,117 0,096
KLH 2,5 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5 + 1,212 1,05 0,911 0,757 0461 0419 0,341 0,102 0,506 0426 0,202 0,321 0,178 0,204 0,155 0,096
KLH 40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5 + 1,231 1,064 0,926 0,749 0,61 0,426 0,314 0,112 0535 0449 0,326 0,284 0,231 0,173 0,144 0,088
KLH 20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5 + 1,237 0902 0918 0,705 0,536 0,408 0,287 0,275 0469 0,373 0,32 0,245 0,2 0,163 0,128 0,1
KLH 10 ug/mL

CNPGL-Bbovis-5E5 + 1,212 1,048 0,709 0,639 0,523 0,4 0,257 0,099 0457 0,137 0,28 0,235 0,197 0,163 0,137 0,099
KLH 5 ug/mL



CNPGL-Bbovis-5E5 +
KLH 2,5 ug/mL
KLH 40 ug/mL

KLH 20 ug/mL
KLH 10 ug/mL
KLH 5 ug/mL

KLH 2,5 ug/mL

Sem antigeno

1,12
0,970
0,922
0,886
0,886
0,915

1,024

0,869
0,729
0,761
0,750
0,781
0,688

0,901

0,875
0,546
0,640
0,573
0,551
0,574

0,808

0,661
0,533
0,467
0,449
0,451
0,405

0,603

0,539
0,430
0,363
0,371
0,353
0,357

0,434

0,34
0,308
0,235
0,270
0,271
0,267

0,344

0,295
0,213
0,193
0,197
0,205
0,207

0,212

0,083
0,107
0,106
0,101
0,107
0,103

0,094

0,445
0,710
0,800
0,670
0,680
0,608

0,376

0,367
0,391
0,457
0,510
0,478
0,435

0,332

0,281
0,411
0,435
0,388
0,399
0,392

0,203

0,215
0,266
0,234
0,268
0,257
0,229

0,219

0,19
0,197
0,193
0,208
0,225
0,257

0,155

0,155
0,152
0,156
0,165
0,155
0,179

0,136

0,117
0,141
0,139
0,141
0,135
0,149

0,111

109

0,084
0,107
0,106
0,112
0,119
0,107

0,113

Fonte: elaborada pela autora (2026).
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APENDICE C - Valores de absorbancia bruta obtidos na padronizacdo do ELISA indireto utilizando os peptideos livres CNPGL-Bbovis-5E2,
CNPGL-Bbovis-5E3 e CNPGL-Bbovis-5E5 em placas Corning® Costar® 3590 High Binding e Nunc-Immuno™ MaxiSorp™.

Absorbancia bruta

Antigeno/ i, .
Diluicdo Sérica Placa Pool positivo Pool negativo

1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 0 1:50 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 0
CNPGL-Bbovis-5E2 Corning 3590 0,295 0,252 0,192 0,156 0,114 0,098 0,086 0,08 0,138 0,113 0,098 0,082 0,083 0,074 0,075 0,071
40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 Nunc 0,394 0,278 0,221 0,156 0,24 0,206 0,087 0,098 0,145 0,115 0,087 0,075 0,066 0,071 0,072 0,077
40 ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E2 Corning 3590 0,369 0,288 0,212 0,161 0,125 0,108 0,091 0,075 0,187 0,138 0,117 0,09 0,078 0,076 0,078 0,074
20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 Nunc 0,421 0,275 0,229 0,162 0,134 0,102 0,097 0,073 0,18 0,118 0,106 0,07 0,063 0,074 0,073 0,07
20 ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E2 Corning 3590 0,443 0,291 0,223 0,176 0,134 0,111 0,097 0,076 0,188 0,166 0,135 0,106 0,091 0,086 0,084 0,078
10 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 Nunc 0,459 0,273 0,244 0,158 0,131 0,106 0,09 0,075 0,28 0,25 0,211 0,095 0,077 0,085 0,081 0,08
10 ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E2 Corning 3590 0,33 0,397 0,248 0,19 0,129 0,121 0,095 0,078 0,19 0,156 0,139 0,137 0,093 0,085 0,083 0,081
5ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 Nunc 0,507 0,314 0,253 0,27 0,145 0,206 0,091 0,077 0,194 0,171 0,126 0,093 0,09 0,081 0,078 0,077
5ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E2 2,5 Corning 3590 0,549 0,376 0,287 0,199 0,137 0,114 0,098 0,075 0,202 0,156 0,134 0,119 0,095 0,086 0,086 0,084
ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E2 2,5 Nunc 0,601 0,754 0,268 0,189 0,139 0,119 0,095 0,076 0,204 0,152 0,132 0,092 0,093 0,085 0,081 0,085
ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E3 Corning 3590 0,547 0,45 0,357 0,251 0,184 0,15 0,227 0,071 0,223 0,155 0,148 0,117 0,099 0,087 0,082 0,075
40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 Nunc 0,705 0,549 0,395 0,303 0,216 0,277 0,139 0,087 0,219 0,174 0,148 0,134 0,114 0,103 0,097 0,09
40 ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E3 Corning 3590 0,571 0,437 0,36 0,261 0,183 0,141 0,215 0,077 0,197 0,155 0,131 0,111 0,093 0,087 0,079 0,074
20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 Nunc 0,697 0,539 0,381 0,288 0,211 0,161 0,138 0,097 0,204 0,174 0,138 0,124 0,111 0,127 0,095 0,089
20 ug/mL MaxiSorp
CNPGL-Bbovis-5E3 Corning 3590 0,577 0,422 0,345 0,246 0,176 0,143 0,213 0,08 0,178 0,15 0,13 0,123 0,092 0,082 0,078 0,07
10 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E3 Nunc 0,682 0,531 0,377 0,276 0,208 0,159 0,133 0,085 0,198 0,165 0,137 0,122 0,106 0,106 0,088 0,094
10 ug/mL MaxiSorp
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CNPGL-Bbovis-5E3
5ug/mL
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CNPGL-Bbovis-5E5

40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5

40 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5

20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5

20 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5

10 ug/mL

CNPGL-Bbovis-5E5
10 ug/mL

CNPGL-Bbovis-5E5

5 ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5
5ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5 2,5
ug/mL
CNPGL-Bbovis-5E5 2,5
ug/mL

Sem antigeno

Sem antigeno

Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp

Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp
Corning 3590

Nunc
MaxiSorp

0,563
0,7
0,56
0,691
0,547
0,705
0,571
0,697

0,577

0,682

0,563
0,7
0,56
0,691
0,598

0,762

0,427
0,524
0,385
0,508
0,45
0,549
0,437
0,539

0,422

0,531

0,427
0,524
0,385
0,508
0,469

0,533

0,344
0,374
0,348
0,363
0,357
0,395
0,36

0,381

0,345

0,377

0,344
0,374
0,348
0,363
0,355

0,374

0,258
0,273
0,234
0,255
0,251
0,303
0,261
0,288

0,246

0,276

0,258
0,273
0,234
0,255
0,259

0,269

0,185
0,205
0,178
0,195
0,184
0,216
0,183
0,211

0,176

0,208

0,185
0,205
0,178
0,195
0,181

0,220

0,141
0,15
0,123
0,15
0,15
0,177
0,141
0,161

0,143

0,159

0,141
0,15
0,123
0,15
0,138

0,152

0,109
0,13
0,103
0,125
0,127
0,139
0,115
0,138

0,113

0,133

0,109
0,13
0,103
0,125
0,119

0,133

0,063
0,084
0,07
0,083
0,071
0,087
0,077
0,097

0,08

0,085

0,063
0,084
0,07
0,083
0,082

0,084

0,177
0,194
0,177
0,205
0,223
0,219
0,197
0,204

0,178

0,198

0,177
0,194
0,177
0,205
0,227

0,232

0,148
0,174
0,151
0,159
0,155
0,174
0,155
0,174

0,15

0,165

0,148
0,174
0,151
0,159
0,184

0,183

0,127
0,136
0,129
0,152
0,148
0,148
0,131
0,138

0,13

0,137

0,127
0,136
0,129
0,152
0,160

0,147

0,121
0,128
0,117
0,12
0,117
0,134
0,111
0,124

0,123

0,122

0,121
0,128
0,117
0,12
0,133

0,122

0,098
0,104
0,098
0,103
0,099
0,114
0,093
0,111

0,092

0,106

0,098
0,104
0,098
0,103
0,123

0,108

0,081
0,102
0,095
0,095
0,087
0,103
0,087
0,127

0,082

0,106

0,081
0,102
0,095
0,095
0,207

0,087

0,077
0,082
0,081
0,091
0,082
0,097
0,079
0,095

0,078

0,088

0,077
0,082
0,081
0,091
0,094

0,092

0,071
0,077
0,075
0,086
0,075
0,09
0,074
0,089

0,07

0,094

0,071
0,077
0,075
0,086
0,085

0,085

111

Fonte: elaborada pela autora (2026).
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DECLARACAO DE USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Declaro que, durante a elaboracdo desta dissertacéo, utilizei a(s) seguinte(s) ferramenta(s) de
inteligéncia artificial:

Ferramenta(s), modelo/verséao e desenvolvedor:
ChatGPT, GPT-5.6 Luna, OpenAl; Consensus, Consensus; Claude, Claude.ai, Anthropic.

Periodo ou data de utilizagéo:
18/03/2026 a 10/09/2026

(X) Revisao linguistica: correcdo gramatical e ortografica e aprimoramento da clareza, coesao e
estilo do texto.

(X) Apoio a redacdo: elaboracdo de rascunhos, reformulacdo de trechos ou sugestbes de
organizacéao e desenvolvimento do texto.

(X) Anélise de dados: apoio ao processamento, a organizacdo, a exploracao ou a interpretacéo
preliminar dos dados.

(X) Programacéo e anélise computacional: geracéo, revisdo ou depuracdo de cédigos, scripts
ou férmulas.

(X) Visualizacédo de dados ou geracdo de imagens: apoio a elaboracdo ou ao refinamento de
figuras, gréaficos, diagramas ou ilustracoes.

(X) Apoio metodologico: apresentacdo de sugestbes ou alternativas relacionadas ao
delineamento, aos procedimentos ou as abordagens de pesquisa.

(X) Levantamento e organizac¢éo de informagdes: identificagédo de termos de busca, organizagao
de conteudo ou sintese preliminar de materiais fornecidos pelo(a) discente.
() Outros usos (especificar):

( ) NAO UTILIZEI FERRAMENTAS DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL NA ELABORACAO
DESTE RELATORIO.

Declaro que as ferramentas de inteligéncia artificial foram utilizadas exclusivamente para as
finalidades indicadas acima. Todo o conteudo produzido ou modificado com esse auxilio foi
criticamente revisado e validado por mim. Assumo integral responsabilidade pela autoria intelectual
do relatdrio, pela exatiddo das informacfes apresentadas, pela analise e interpretacdo dos dados
e pela verificacdo das referéncias bibliograficas e demais fontes citadas. Declaro, ainda, que 0 uso
da(s) ferramenta(s) observou os principios éticos, as normas institucionais e as boas praticas
de integridade cientifica, n&o envolvendo fabricacéo, falsificacdo ou manipulacdo inadequada
de dados, plagio, insercdo de referéncias inexistentes, manipulacdo indevida de imagens ou
gualquer outra pratica que possa comprometer a confiabilidade e aintegridade do trabalho.
Declaro também que nao foram inseridos, em ferramentas ndo autorizadas, dados pessoais,
sigilosos, sensiveis ou informagdes protegidas por confidencialidade.

Por fim, declaro que as informagfes acima s&o completas e verdadeiras.

Documento assinado digitalmente
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