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Resumo

O Mycobacterium marinum é uma micobactéria ambiental com potencial zoondtico. Este estudo teve como objetivo
identificar, por meio de ferramentas de imunoinformdtica, epitopos da proteina Ag85A (FbpA) capazes de induzir
resposta imune mediada por linfécitos T-CD8*. A sequéncia da proteina foi obtida do banco UniProt e analisada com o
NetMHCpan 4.1, considerando alelos HLA prevalentes na populacdo brasileira. Foram identificados 24 epitopos Unicos,
dos quais 10 apresentaram alta afinidade de ligacdo (Strong Binders). A andlise de antigenicidade com VaxiJen v2.0
indicou que 12 epitopos sdo provdveis antigenos, destacando-se NAAGGHNAYV, GMGPSLIGL e FVRTSNMKF. O epitopo
multialélico VYSGSLSAL demonstrou ampla aplicabilidade imunoldgica. Os resultados apontaram para um conjunto
promissor de epitopos candidatos a formulagdo de vacinas peptidicas e ao desenvolvimento de biomarcadores
imunoldgicos voltados & vigiléncia de doencas zoondticas aqudticas.
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Apresentagao

O estudo das doencas zoondticas tem ganhado relevancia dentro da abordagem
integrativa da Saude Unica, especialmente em ambientes aqudticos, onde o contato entre seres
humanos e micro-organismospotencialmente patogénicos pode ocorrer por meio da aquicultura,
recreacdo ou exposicdo ocupacional (ZIARATI, et al. 2022).

O Mycobacterium marinum é uma micobactéria ambiental encontrada em ecossistemas
de dgua doce e marinha, reconhecida por causar infecgcdes cronicas e progressivas em peixes,
frequentemente letais, com formacdo de inflamacdes granulomatosas que podem acometer
diversos tecidos do hospedeiro (Austin & Austin, 1993; Smith, 1997). Em seres humanos, essa espécie
é responsdvel por infeccdes cut@neas conhecidas como “granulomas de aqudrio”, geralmente
associadas d manipulacdo de aqudrios ou ambientes aqudticos contaminados (AUBRY et al.,
2017). Devido a sua capacidade de infectar diferentes hospedeiros e sua similaridade
fisiopatoldgica com Mycobacterium tuberculosis, o M. marinum tem se destacado como um
modelo relevante para estudos de imunologia comparada, desenvolvimento de vacinas e
vigilGncia epidemiolégica de doencas zoondticas (CANETTI et al., 2022).

Em razdo de sua ampla presenca, incluindo dgua e sedimento, o M. marinum j& foi
identificado em mais de 160 espécies de peixes de dgua doce e salgada ao redor do mundo
(Chinabut, 1999). A infeccdo ocorre geralmente por meio de pequenos fraumas na pele durante
o contato com ambientes aqudticos contaminados, como tanques de peixes, aqudrios e dguas
naturais, ou durante o manuseio de pescado e mariscos (ANG; RATTANA-APIROMYAKIJ; GOH,
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2000). Estudos também relataram surtos em animais aqudticos decorrentes da reducdo da
cloracdo da dagua (ANG; RATTANA-APIROMYAKIJ; GOH, 2000), o que sugere a importdncia de
prdticas adequadas de saneamento. Na Amazénia Brasileira, o contato direto com rios, lagos e
pescado é frequente, tanto por atividades de subsisténcia, quanto recreativas, o que pode
ocasionar um potencial risco de exposicdo humana a micobactérias ndo tuberculosas como M.
marinum (ORTIZ-PRADO et al., 2024). Esse cendrio evidencia a relevancia de estudos voltados &
caracterizacdo imunoldgica dessas micobactérias no contexto amazdnico, alinhando-se a
vigiléncia em saude Unica.

A imunoinformdtica tem se consolidado como uma ferramenta rdpida e acessivel para
identificacdo in silico de epitopos imunogénicos em proteinas de patdgenos, contribuindo para o
desenho racional de vacinas e testes diagndsticos. (OLI et al., 2020). Entre as proteinas-alvo de
interesse, a Antigen 85A (Ag85A), também chamada de FbpA, € amplamente conhecida por sua
alta imunogenicidade em Mycobacterium tuberculosis e outros membros do género
Mycobacterium, desempenhando papel essencial na biossintese da parede celular e na adesdo
a macréfagos por meio da inferacdo com fibronectina (TOUCHETTE et al., 2017).

Apesar da similaridade gendémica entre M. tuberculosis e M. marinum, h& ainda escassez de
dados sobre o perfil de epitopos apresentados por proteinas conservadas como a Ag85A nesse
modelo aqudfico (YUN et al., 2024). Embora uma vacina de DNA baseada na Ag85A tenha
demonstrado protecdo de curto prazo contra M. marinum em robalos listrados, ela ndo foi capaz
de conferirimunidade duradoura (PASNIK; SMITH, 2005), o que reforca a necessidade de identificar
epitopos mais imunogénicos e desenvolver estratégias vacinais mais eficazes.

Considerando-se o seu potencial uso em estratégias de imunoprevencdo e de vigil@ncia
em saude Unica, este trabalho teve por objetivo identificar, por meio da ferramenta NetMHCpan,
epitopos candidatos a induzir resposta imune mediada por linfécitos T-CD8+, com base na
sequéncia da proteina Ag85A do Mycobacterium marinum.

Materiais e métodos
Recuperacdo e andlise da sequéncia proteica

A sequéncia de aminodcidos da proteina Ag85A (fibronectin-binding protein A) de
Mycobacterium marinum, foi obtida no formato FASTA a partir do banco de dados UniProt
(https://www.uniprot.org/). A selecdo da Ag85A foi baseada em sua localizacdo superficial,
funcdo na adesdo e na integridade da parede celular, além de sua reconhecida
imunogenicidade em Mycobacterium tuberculosis (WANG et al., 2023).

Predicdo de epitopos MHC classe |
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A predicdo in silico de epitopos de linfocitos T citotdxicos (CTLs), restritos ao complexo
principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-l), foi realizada por meio da ferramenta
NetMHCpan 4.1 (disponivel em https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.1a/) um
dos servidores de predicdo mais precisos, baseado em um algoritmo de rede neural artificial
(MILLER et al., 2008). Para essa andlise, foi adotado o comprimento padrdo de nove aminodcidos
para os peptideos. Os alelos HLA selecionados foram HLA-A02:01, HLA-A24:02, HLA-B39:01 e HLA-
B58:01, devido & sua alta prevaléncia na populacdo brasileira (CRISPIM et al., 2008; REIS et al.,
2018). Os critérios de classificacdo dos epitopos consideraram como ligantes fortes (Strong Binders,
SB) aqueles com valores de %Rank iguais ou inferiores a 0,5, e como ligantes fracos (Weak Binders,
WB) aqueles com %Rank iguais ou inferiores a 2,0. O filtro de exibicdo dos resultados foi ajustado
para %Rank = -99, permitindo a visualizacdo de todas as predicoes geradas pela ferramenta.

Andlise dos epitopos preditos

Os peptideos classificados como "Strong Binders" (SB) e "Weak Binders" (WB) foram
analisados com base em sua frequéncia, diversidade de alelos reconhecedores e potencial
imunogénico. Os dados foram organizados em planilhas de Excel e tabelas para melhor
visualizacdo e interpretacdo.

Andlise de Antigenicidade

Os epitopos previamente selecionados com base na afinidade de ligacdo ao MHC foram
submetidos a andlise de antigenicidade por meio da ferramenta VaxiJen v2.0, que utiliza
propriedades fisico-quimicas dos peptideos para prever seu potencial como antigenos, de forma
independente da apresentacdo por MHC. O valor de corte adotado foi 0.5, considerando-se
peptideos com valores superiores como provdaveis antigenos. A avaliacdo permitiu refinar ainda
mais a selecdo dos epitopos candidatos, priorizando agueles com maior probabilidade de induzir
resposta imune efetiva.

Resultados

Foram identificados 24 epitopos Unicos derivados da proteina Ag85A de Mycobacterium
marinum, distribuidos em 25 combinacdes peptideo-HLA de classe | (tabela 1).

A andlise de afinidade foi conduzida com base no pardmetro %Rank_EL, considerando os
alelos HLA-A02:01, HLA-A24:02, HLA-B39:01 e HLA-B58:01.

Dentre os pares peptideo-HLA analisados, 10 foram classificados como Strong Binders (SB),
com valores de %Rank_EL inferiores a 0.5, indicando alta afinidade de ligacdo as moléculas HLA
(SHI et al., 2015). Os 15 pares restantes foram classificados como Weak Binders (WB), com valores
superiores a esse limiar. Os alelos HLA-A02:01 e HLA-B58:01 concentraram o maior nUmero de
ligantes fortes, sugerindo maior compatibilidade com os epitopos da Ag85A e reforcando seu
potencial para inducdo de resposta imune citotdxica (NILSSON et al., 2025). Na tabela 2 é
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apresentada a predicdo de antigenicidade dos epitopos da proteina AgQ85A de Mycobacterium
marinum.

A ocorréncia de epitopos com capacidade de ligacdo multialélica foi observada, como
no caso de VYSGSLSAL, que apresentou afinidade elevada (SB) para HLA-A24:02 e moderada (WB)
para HLA-B39:01. Essa caracteristica é particularmente relevante, pois amplia a aplicabilidade
imunoldgica do epitopo em diferentes perfis genéticos populacionais, favorecendo sua inclusdo
em formulacdes vacinais de amplo espectro (KASHIRI et al., 2025).

A andlise complementar de antigenicidade, realizada por meio da ferramenta VaxiJen v2.0
com valor de corte de 0.5, indicou que 12 dos 24 epitopos Unicos apresentaram scores superiores
ao limiar, sendo classificados como provdaveis antigenos. Os epitopos NAAGGHNAV (score =
1.9957), GMGPSLIGL (1.1604) e FVRTSNMKF (1.0152) destacaram-se com os maiores valores
preditivos, reforcando seu potencial imunogénico. O epitopo multialélico VYSGSLSAL, além de sua
afinidade HLA, fambém foi classificado como provavel antigeno (score = 0.5271), corroborando
sua relevancia funcional (ONG et al., 2020).

Outros epitopos, como LVANNTRIW, SMAGSSALI, GPSLIGLAM e LSMAGSSAL, também
apresentaram scores superiores a 0.5, indicando potencial para ativagcdo imunoldgica por vias
independentes da apresentacdo por MHC. Por outro lado, 12 epitopos foram classificados como
provaveis ndo antigenos, com scores inferiores ao limiar, e 3 epitopos apresentaram valores
limitrofes (entre 0.4 e 0.5), como FVYSGSLSA, WGPKDDPAW e YSGSLSALL, sugerindo necessidade
de avaliacdo experimental adicional (DHANDA et al., 2019).

E importante destacar que a classificacdo como WB ou como provdvel ndo antigeno ndo
exclui o potencial imunoldgico dos peptideos. A resposta imune € multifatorial e pode envolver
mecanismos complementares de apresentacdo, processamento e reconhecimento celular (SETTE;
RAPPUOLI, 2010). Portanto, epitopos inicialmente considerados de baixa afinidade ou
antigenicidade podem revelar funcionalidade relevante em modelos bioldgicos (GONZALEZ-
DOMINGUEZ et al., 2024).

Em conjunto, os resultados apontam para um conjunto promissor de epitopos,
especialmente aqueles classificados como SB e com altos scores de antfigenicidade, que podem
ser explorados em estratégias de imunizacdo baseadas em peptideos contra Mycobacterium
marinum. A diversidade de alelos HLA contemplados na andlise amplia a aplicabilidade desses
epitopos em diferentes perfis genéticos populacionais, reforcando a importéncia de estudos
futuros de validacdo in vitro e in vivo (DIMOU et al., 2021).

A identificacdo desses peptideos representa um avanco na selecdo racional de
candidatos vacinais e biomarcadores imunoldgicos, com potencial aplicacdo em modelos de
doencas zoondticas associadas a ambientes aqudticos.

Consideragoes Finais

Os resultados obtidos indicam que a andlise de afinidade e antigenicidade dos epitopos
da proteina Ag85A de Mycobacterium marinum identificou candidatos promissores para
desenvolvimento vacinal. Epitopos “Strong Binders” e com altos scores de antigenicidade, como
NAAGGHNAYV, GMGPSLIGL e FVRTSNMKF, destacam-se pelo potencial imunogénico, enquanto
epitopos multialélicos, como VYSGSLSAL, ampliando seu alcance a diferentes perfis genéticos.

Embora alguns peptideos tenham apresentado afinidade ou antigenicidade mais baixa, a
resposta imune multifatorial pode revelar funcionalidade relevante em experimentos futuros. Por
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tanto, estudos complementares in vitro e in vivo sdo recomendados para validar os epitopos
selecionados e explorar seu uso.
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Apéndice

Tabela 1-Epitopos preditos da proteina Ag85A de Mycobacterium marinum com afinidade
para moléculas HLA de classe |

Peptideo Alelo HLA %Rank_EL Classificacao
AAGGHNAVW HLA-B*58:01 0.155 SB
AAYHPDQFV HLA-A*02:01 1.914 WB
ALLDPSQGM HLA-A*02:01 0.108 SB
ARNDPMLQV HLA-B*39:01 0.446 SB
AWARNDPML HLA-A*24:02 1.111 WB
AYHPDQFVY HLA-A*24:02 0.369 SB
DQFVYSGSL HLA-B*39:01 0.299 SB
FVRTSNMKF HLA-B*58:01 1.893 WB
FVYSGSLSA HLA-A*02:01 0.269 SB
GGYKASDMW HLA-B*58:01 0.348 SB
GMGPSLIGL HLA-A*02:01 0.199 SB
GPSLIGLAM HLA-B*39:01 1.185 WB
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KLVANNTRI HLA-A*02:01 1.164 WB
LAAYHPDQF HLA-B*58:01 0.859 WB
LSMAGSSAL HLA-B*39:01 1.859 WB
LVANNTRIW HLA-B*58:01 0.129 SB
NAAGGHNAV HLA-B*39:01 1.497 WB
SMAGSSALI HLA-A*02:01 1.434 WB
SSALILAAY HLA-B*58:01 0.766 WB
VYSGSLSAL HLA-A*24:02 0.175 SB
VYSGSLSAL HLA-B*39:01 1.884 WB
WGPKDDPAW HLA-B*58:01 1.866 WB
YHPDQFVYS HLA-B*39:01 1.807 WB
YSGSLSALL HLA-B*58:01 1.659 WB

Tabela 2 - Predicdo de antigenicidade dos epitopos da proteina Ag85A de
Mycobacterium marinum utilizando VaxiJen v2.0

Peptideo Score Vaxilen Classificacao
AAGGHNAVW 0.9364 Provavel Antigeno
AAYHPDQFV 0.0874 Provavel Nao Antigeno
ALLDPSQGM 0.2135 Provavel Nao Antigeno
ARNDPMLQV 0.8787 Provavel Antigeno
AWARNDPML 0.1956 Provavel Nao Antigeno
AYHPDQFVY 0.1951 Provavel Nao Antigeno
DQFVYSGSL 0.0857 Provavel Nao Antigeno
FVRTSNMKF 1.0152 Provavel Antigeno
FVYSGSLSA 0.4118 Limitrofe (Nao Antigeno)
GGYKASDMW 0.1844 Provavel Nao Antigeno
GMGPSLIGL 1.1604 Provavel Antigeno
GPSLIGLAM 0.6079 Provavel Antigeno
KLVANNTRI 0.1485 Provavel Nao Antigeno
LAAYHPDQF 0.2671 Provavel Nao Antigeno
LSMAGSSAL 0.5021 Provavel Antigeno
LVANNTRIW 0.564 Provavel Antigeno
NAAGGHNAV 1.9957 Provavel Antigeno
SMAGSSALI 0.7468 Provavel Antigeno
SSALILAAY 0.2476 Provavel Nao Antigeno
VYSGSLSAL 0.5271 Provavel Antigeno
WGPKDDPAW 0.4759 Limitrofe (Nao Antigeno)
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YHPDQFVYS

0.2495

Provavel Nao Antigeno

YSGSLSALL

0.4128

Limitrofe (Nao Antigeno)
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