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RESUMO 

A resistência antimicrobiana associada ao complexo Enterobacter cloacae representa um 

desafio crescente em ambientes hospitalares, especialmente diante da escassez de novos 

antibióticos eficazes. Apesar da importância desse patógeno, não existem vacinas licenciadas 

contra E. cloacae, e as alternativas terapêuticas disponíveis são cada vez mais limitadas. Nesse 

contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um candidato vacinal multi-

epítopo capaz de induzir respostas imunes celular e humoral contra proteínas conservadas desse 

patógeno, utilizando um pipeline robusto de proteômica subtrativa, vacinologia reversa e 

imunoinformática. Foram analisados 21 genomas clínicos completos, o que permitiu a seleção 

de proteínas 1.352 estavam associadas a essencialidade, virulência ou resistência a antibióticos, 

e resultando em 39 proteinas não homólogas ao proteoma humano e não homólogas a 

microbiota intestinal. A seleção resultou em nove proteínas promissoras, a partir das quais 

foram preditos epítopos de células B e T com alta afinidade para alelos de MHC, não toxicidade, 

ausência de alergenicidade e elevado potencial imunogênico. Esses elementos permitiram o 

desenvolvimento de quatro candidatos a vacina (VEC1-VEC4), entre os quais a construção 

VEC1 se destacou por apresentar propriedades físico-químicas favoráveis, estrutura 

tridimensional estável, forte interação com receptores Toll-like e cobertura populacional 

estimada em 92,6%.  As simulações imunológicas demonstraram capacidade de induzir 

produção robusta de anticorpos, ativação de células T auxiliares e citotóxicas e formação de 

células de memória após três doses simuladas. Além disso, a sequência da VEC1 foi otimizada 

para expressão em Escherichia coli e clonada in silico no vetor pET-28a (+), indicando 

viabilidade para futuras etapas experimentais. O candidato a vacina desenvolvido demonstra 

potencial de aplicação prática no controle de infecções por E. cloacae, podendo contribuir para 

a redução da pressão seletiva por antibióticos e para o combate da resistência antimicrobiana. 

Esses resultados reforçam a importância da imunoinformática como ferramenta aceleradora no 

desenvolvimento de vacinas e oferecem uma base sólida para validações in vitro e in vivo em 

estudos futuros. 

Palavras Chaves: Enterobacter cloacae, Vacina Multi-epítopo, Vacinologia Reversa, 

Proteômica Subtrativa. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Antimicrobial resistance associated with the Enterobacter cloacae complex represents an 

increasing challenge in hospital settings, especially given the scarcity of effective new 

antibiotics. Despite the clinical relevance of this pathogen, no licensed vaccines against E. 

cloacae currently exist, and the therapeutic alternatives available are becoming progressively 

more limited. In this context, the present study aimed to develop a multi-epitope vaccine 

candidate capable of inducing both cellular and humoral immune responses against conserved 

proteins of this pathogen, using a robust pipeline integrating subtractive proteomics, reverse 

vaccinology, and immunoinformatics. A total of 21 complete clinical genomes were analyzed, 

enabling the identification of 1,352 proteins associated with essentiality, virulence, or antibiotic 

resistance, which were subsequently filtered to yield 39 proteins non-homologous to the human 

proteome and to the gut microbiota. From these, nine promising proteins were selected, and B- 

and T-cell epitopes were predicted based on high binding affinity to multiple MHC alleles, non-

toxicity, absence of allergenicity, and elevated immunogenic potential. These components 

supported the development of four multi-epitope vaccine constructs (VEC1–VEC4), among 

which VEC1 exhibited the most favorable characteristics, including optimal physicochemical 

properties, a stable three-dimensional structure, strong predicted interaction with Toll-like 

receptors, and an estimated global population coverage of 92.6%. Immune simulations 

demonstrated the vaccine’s ability to induce robust antibody production, activation of helper 

and cytotoxic T cells, and formation of memory cells after three simulated doses. Additionally, 

the VEC1 sequence was codon-optimized for expression in Escherichia coli and successfully 

cloned in silico into the pET-28a (+) vector, indicating feasibility for future experimental 

validation. The vaccine candidate developed here shows practical potential for controlling E. 

cloacae infections, contributing to reduced selective pressure from antibiotics and supporting 

efforts to combat antimicrobial resistance. These findings highlight the value of 

immunoinformatics as an accelerating tool in vaccine development and provide a solid 

foundation for subsequent in vitro and in vivo validation studies. 

Keywords: Enterobacter cloacae, Multi-epitope Vaccine, Reverse Vaccinology, Subtractive 

Proteomics. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA E O CONTEXTO GLOBAL 

A resistência antimicrobiana (RAM) é definida como a capacidade de microrganismos, 

incluindo bactérias vírus, fungos e parasitas, de sobreviver e proliferar mesmo na presença de 

drogas originalmente desenvolvidas para eliminá-los ou inibir seu crescimento (TANG et al., 

2023; DADGOSTAR, 2019). Esse fenômeno compromete a eficácia das terapias padrão, 

favorecendo a persistência de infecções e elevando o risco de disseminação de patógenos 

resistentes (DADGOSTAR, 2019).  

Atualmente, a RAM é considerada uma das maiores ameaças a saúde publica global. Estima-se 

que a resistência antimicrobiana seja responsável por 700.000 mortes anualmente, podendo 

alcançar até 10 milhões de óbitos por ano em 2050 caso não sejam implementadas medidas 

eficazes de contenção (MURRAY et al.,2022; O´NEILL, 2016). Esse cenário é impulsionado 

por uma interação complexa de fatores, incluindo o uso excessivo e inadequado de 

antimicrobianos na medicina humana, agricultura e pecuária, bem como a contaminação 

ambiental e medidas inadequadas de controle de infeções (FERRI et al., 2017; IRFAN et al., 

2022).  

Do ponto de vista molecular, a RAM pode surgir tanto através de mutações espontâneas quanto 

pela transferência horizontal de genes e aquisição de genes de resistência (CHRISTAKI et al., 

2020; BELAY et al., 2024). Os mecanismos de resistência são bem caracterizados, e a rápida 

evolução e disseminação dos genes de resistência ressaltam a urgência de uma ação coordenada 

(SULTAN et al., 2018), para combater os patógenos resistentes. Os mecanismos de resistência 

permitem que os microrganismos evitem os efeitos dos agentes antimicrobianos por meio da 

inativação dos antibióticos, modifiquem seus alvos, reduzam a absorção das drogas ou as 

eliminem por meio de sistemas de efluxo ativo (C REYGAERT, 2018). Alguns mecanismos de 

resistência são amplamente reconhecidos: alteração na permeabilidade da membrana (como 

redução das porinas) que impede a entrada do fármaco; a modificação do alvo antibiótico, que 

inclui desde mutações na proteína-alvo até estratégias mais complexas como o bypass do alvo 

(onde sua função é substituída) e a proteção do alvo por proteínas específicas; a inativação 
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enzimática do antibiótico, seja por degradação ou por modificação química da molécula; e, por 

fim, o efluxo ativo, mediado por bombas que expulsam o fármaco do interior celular (Figura 

1) (DARBY et al., 2023).  

 

Figura 1. Mecanismos de resistência antimicrobiana. Figura adaptada de DARBY et al., 2023. 

As consequências da RAM são profundas, incluindo aumento da morbidade e mortalidade, 

prolongamento das internações hospitalares, elevação dos custos em saúde e perda significativa 

de produtividade, com maior impacto em países de baixa e média renda, onde sistemas de 

vigilância e controle ainda são limitados (DADGOSTAR, 2019; NAGHAVI et al., 2024). A 

resistência antimicrobiana apresenta impactos globais multifacetários, na esfera econômica e 

da saúde pública; e é possível que adentremos uma era pós antibiótica, na qual infecções 

comuns e ferimentos leves podem levar à morte (REARDON, 2014). 

Um relatório da Organização Mundial da Saúde (OMS), publicado em 2014 com dados de 114 

países, já havia alertado para a disseminação alarmante de bactérias multirresistentes (WHO, 

2014). No Brasil, o problema também se evidencia: entre 8.869 infecções bacterianas 

adquiridas no sistema público de saúde durante a pandemia de COVID-19, 2.641 (29,7%) foram 

causadas por microrganismos multirresistentes, sendo 1.257 (14,1%) identificadas em pacientes 

de unidades de terapia intensiva (UTIs) (POLLY et al., 2022). Os pacientes críticos 

representam, portanto, o epicentro da ocorrência da multirresistência em hospitais, podendo 

disseminar-se pelo hospital e chegar à comunidade (ANDRADE et al., 2006). Portanto, a 
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disseminação de bactérias resistentes a múltiplos medicamentos representa igualmente uma 

questão de extrema gravidade. 

Reconhecendo a urgência do tema, a OMS publicou em 2017 uma lista de patógenos prioritários 

resistentes a antibióticos que representam uma grande ameaça para os seres humanos, sendo a 

maior parte da lista composta de patógenos bacterianos Gram-negativos (BREIJYEH et al., 

2020; WHO, 2017). Essas bactérias são frequentemente associadas a infecções graves e à 

resistência a múltiplas classes de antibióticos, entre elas carbapenêmicos e cefalosporinas de 

terceira geração, que são muito eficazes no tratamento de bactérias MDR (WHO, 2017).  

Em 2024, a OMS refinou e aprimorou sua lista de patógenos prioritários, reforçando o alerta 

sobre ameaças bacterianas críticas e atualizando as prioridades globais de pesquisa e 

desenvolvimento (R&D) para novas terapias (WHO, 2024). É nesse contexto de necessidade 

urgente por novas alternativas terapêuticas contra patógenos bacterianos prioritários que este 

trabalho se insere, visando desenvolver um candidato a vacina direcionado ao patógeno E. 

cloacae. 

A procura por novos medicamentos antimicrobianos continua uma prioridade global. Contudo 

as perspectivas para descobertas de novos antibióticos são desanimadoras, devido a fatores 

como elevados custos de desenvolvimento, baixa atratividade econômica para a indústria 

farmacêutica e complexidade na identificação de novos alvos terapêuticos (GARGATE et al., 

2025; TAGLIABUE & RAPPUOLI, 2018). Diante dessa estagnação e do avanço acelerado da 

resistência, torna-se evidente que intervenções alternativas são necessárias. Nesse contexto, a 

vacinação surge como uma estratégia particularmente promissora, capaz de reduzir a incidência 

de infecções, diminuir a necessidade de uso de antimicrobianos e, consequentemente, mitigar a 

disseminação da resistência. 

1.2 VACINAS COMO ALTERNATIVA À RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA 

Vacinas são capazes de estimular o sistema imunológico a reconhecer um agente infeccioso e 

responder de forma rápida e eficaz em contatos futuros, proporcionando proteção contra 

doenças (MESSINA et al., 2019; ARUNACHALAM, 2024). Elas podem ser compostas por 

microrganismos inativados ou atenuados, proteínas, polissacarídeos ou fragmentos moleculares 

específicos (POLLARD & BIJKER, 2021), e representam uma das estratégias mais eficazes de 
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saúde pública para prevenir infecções e reduzir a mortalidade (HASSO-AGOPSOWICZ et al., 

2024). 

O uso exclusivo de antibióticos para o controle de infecções bacterianas, embora essencial, gera 

intensa pressão seletiva sobre as populações microbianas, favorecendo o surgimento e a 

disseminação de cepas resistentes (HASSO-AGOPSOWICZ et al., 2024; TAGLIABUE & 

RAPPUOLI, 2018; VENTOLA, 2015). Esse processo resulta em um desequilíbrio perigoso, 

pois a taxa de surgimento da resistência é mais rápida do que a descoberta e aprovação de novos 

antimicrobianos (MURRAY et al., 2022). Nesse contexto, as vacinas ganham relevância 

estratégica: ao prevenirem infecções, reduzem a necessidade do uso de antibióticos e, 

consequentemente, diminuem a pressão seletiva que impulsiona a resistência (MICOLI et al., 

2021; KINGWELL, 2018). 

Entretanto, ao contrário do que se observa em outros patógenos bacterianos de relevância 

clínica, como Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae, ainda não existem vacinas 

licenciadas contra espécies do complexo Enterobacter cloacae, apesar do aumento de sua 

prevalência em infecções hospitalares e da sua associação com resistência a múltiplas drogas 

(BREIJYEH et al., 2020). O desenvolvimento de vacinas contra Enterobacteriaceae 

multirresistentes é dificultado pela variabilidade genética, redundância dos fatores de virulência 

e pela plasticidade da superfície celular, que permite escape da resposta imune (AL-MEGRIN 

et al., 2022; ANNAVAJHALA et al., 2019a; ANNAVAJHALA et al., 2019b). 

Diante dessas dificuldades, abordagens computacionais têm ganhado destaque, como a 

proteômica subtrativa, que avalia a expressão diferencial de proteínas em contextos relevantes 

de infecção, e a vacinologia reversa, que aplica ferramentas computacionais para analisar 

genomas completos e identificar alvos promissores in silico (KHALID & POH et al., 2023; 

NAZ et al., 2019). Essas metodologias tornam o desenvolvimento vacinal mais eficiente e 

direcionado, ao permitir a seleção de antígenos conservados e biologicamente relevantes em 

patógenos complexos. Dessa forma, configuram estratégias essenciais no enfrentamento da 

resistência antimicrobiana, especialmente no caso de espécies como E. cloacae. 

1.2.1 Proteômica subtrativa e vacinologia reversa 

O avanço contínuo das tecnologias de sequenciamento genômico levou a um aumento 

exponencial no número de microrganismos com genomas completamente sequenciados e 

disponíveis em bases de dados públicas (LAND et al., 2015; TATUSOVA et al., 2015). Esse 
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repositório de informações possibilitou o desenvolvimento de estratégias baseadas em 

genômica comparativa e proteômica subtrativa, ferramentas que permitem identificar alvos de 

interesse vacinal ou terapêutico a partir da análise in silico, sem a necessidade de cultivo do 

patógeno em laboratório (MUDGAL et al., 2025; VILELA RODRIGUES et a., 2019; YAP & 

THONG, 2017). A abordagem subtrativa consiste em excluir proteínas homólogas ao proteoma 

humano ou à microbiota comensal, de modo a reduzir o risco de reatividade cruzada e efeitos 

adversos, permitindo selecionar antígenos com maior potencial de segurança e eficácia 

(HABIBA et al., 2025; ALSHABRMI & ALATAWI, 2024). 

Nesse contexto, destaca-se a vacinologia reversa (VR), uma estratégia inovadora baseada na 

exploração de sequências genômicas completas para a identificação sistemática de candidatos 

a vacinas (KHALID & POH et al., 2023; NAZ et al., 2019). Diferente das abordagens 

tradicionais, que dependem do cultivo bacteriano e da experimentação laboratorial, a VR utiliza 

ferramentas de bioinformática para rastrear todo o proteoma do microrganismo e predizer 

antígenos com potencial de induzir resposta imune adaptativa (MUZZI et al., 2007a; MUZZI 

et al., 2007b). Esse processo pode integrar diferentes análises in silico, como predição de 

epítopos, localização subcelular, antigenicidade, toxicidade e modelagem estrutural, acelerando 

significativamente a seleção de alvos (GOODSWEN et al., 2023; HABIBA et al., 2025). 

O uso da VR ganhou destaque em 1995 com a publicação do primeiro genoma bacteriano 

completo, de Haemophilus influenzae (FLEISCHMANN et al., 1995), o que abriu caminho 

para análises comparativas em larga escala. Poucos anos depois, a VR foi aplicada com sucesso 

no desenvolvimento da primeira vacina licenciada a partir dessa abordagem, contra Neisseria 

meningitidis do grupo B (PIZZA et al., 2000).  

Desde então, a metodologia tem sido utilizada para triagem de candidatos a vacinas em diversos 

microrganismos de importância clínica e epidemiológica, como Klebsiella pneumoniae 

(ELFADIL et al., 2025), Pseudomonas aeruginosa (ZHU et al., 2025), Mycobacterium 

tuberculosis (AKURUT et al., 2025), Serratia marcescens (DAMAS et al., 2022) e até mesmo 

no contexto viral, como no SARS-CoV-2 (DA SILVA et al., 2023). 

Esses exemplos demonstram a versatilidade da vacinologia reversa, especialmente para 

microrganismos multirresistentes ou de difícil cultivo, nos quais a experimentação clássica seria 

lenta e custosa. Ao combinar genômica comparativa, proteômica subtrativa e análises 

imunoinformáticas, a VR constitui uma das estratégias mais promissoras para acelerar o 
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desenvolvimento de novas vacinas no cenário da resistência antimicrobiana (LÓPEZ-SILES et 

al., 2021), particularmente quando aplicadas a patógenos oportunistas de relevância clínica.  

Entre esses patógenos, destaca-se a família Enterobacteriaceae, que reúne diversas espécies 

associadas a infecções hospitalares e à crescente disseminação de mecanismos de resistência 

(NOËL et al., 2019; YAIKHAN et al., 2025; WUTOR et al., 2024). A compreensão dessa 

família bacteriana e de suas características epidemiológicas e biológicas é fundamental para 

contextualizar a escolha do alvo deste estudo e para fundamentar a aplicação das abordagens 

computacionais descritas anteriormente. 

1.3. FAMÍLIA ENTEROBACTERIACEAE 

Enterobacteriacea é a família com maior diversidade taxonômica dentro da ordem 

Enterobacterales, abrangendo atualmente mais de 60 genéros e mais de 250 espécies 

(ADEOLU et al., 2016). Esses microrganismos compartilham características fenotípicas 

relevantes, incluindo a capacidade de fermentar glicose, reduzir nitratos a nitritos e pelo seu 

metabolismo anaeróbico facultativo (FARMER et al., 2010).  

As bactérias pertencentes a essa família são encontradas em diversos ambientes, incluindo solo, 

água, plantas e como parte da microbiota intestinal normal em humanos e animais (SINGH & 

BHUNIA, 2016; MOREIRA DE GOUVEIA et al., 2024). Em indivíduos saudáveis, sua 

participação na microbiota intestinal é geralmente inferior a 1%, embora podem proliferar em 

condições de doença (MOREIRA DE GOUVEIA et al., 2024). Clinicamente, as 

Enterobacterales são reconhecidas como os principais patógenos bacterianos de infeções 

relacionadas à ambientes de assistência à saúde e têm sido frequentemente associadas a surtos 

hospitalares (NOËL et al., 2019). Considerando sua ampla distribuição ambiental, capacidade 

de adaptação e relevância clínica, torna-se fundamental compreender com maior detalhe as 

características do gênero Enterobacter e, particularmente, da espécie E. cloacae. Essa 

contextualização permite aprofundar sua importância como patógeno oportunista, além de 

justificar sua seleção como alvo para abordagens modernas de descoberta de antígenos e 

desenvolvimento vacinal. 

1.3.1 Enterobacter cloacae  
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A Enterobacter cloacae é uma bactéria Gram-negativa, em forma de bastonete, pertencente a 

família Enterobacteriacea (PAAUW et al., 2008).  A E. cloacae faz parte de um grupo maior 

e geneticamente diversificado conhecido como complexo Enterobacter cloacae (ECC), que 

inclui várias espécies intimamente relacionadas, como E. hormaechei, E. asburiae, E. kobei e 

outras (DAVIN-REGLI ET AL., 2019). A E. cloacae e os membros do complexo ECC 

encontram-se em ambientes diversificados, no solo, na água, nas plantas e como comensais no 

trato gastrointestinal de seres humanos e animais (SINGH et al., 2018, DAVIN-REGLI ET AL., 

2019).  Entretanto, a E. cloacae é a espécie de Enterobacter mais frequentemente isolada de 

humanos (JI et al., 2021), sendo descrita como um organismo oportunista que causa infecções 

graves, especialmente em pacientes imunocomprometidos e hospitalizados (HAFIZ et al., 

2023). As Entrerobacter spp. comumente apresentam um caráter de multidrogas resistentes 

(MDR) devido a sua eficiente adaptação ao ambiente hospitalar e a sua facilidade de adquirir 

fatores de resistência e virulência por elementos genéticos moveis (SUMBANA et al., 2022).  

Apesar da crescente importância das E. cloacae no cenário de saúde pública, poucas pesquisas 

reportaram os fatores de virulência dessa bactéria. Alguns mecanismos de virulência da E. 

cloacae foram identificados em pesquisas anteriores, como sistemas de secreção, formação de 

biofilme e secreção de diversas citotoxinas (GANBOLD et al., 2023; DAVIN-REGLI & 

PAGÉS, 2015; MUSTAFA et al., 2020). A presença desses fatores de virulência, somada à 

habilidade da espécie em explorar oportunidades clínicas e sobreviver em diversos ambientes 

hospitalares, reforça sua importância como patógeno oportunista. Por esse motivo, torna-se 

essencial compreender com maior profundidade sua relevância epidemiológica e seu impacto 

no contexto das infecções associadas à assistência à saúde, aspectos que serão discutidos na 

seção seguinte. 

1.3.2 Importância clínica de E. cloacae 

A Enterobacter cloacae é um patógeno clinicamente significativo devido à sua resistência a 

múltiplas drogas, diversos fatores de virulência e adaptabilidade, tornando-a uma das principais 

causas de infecções hospitalares difíceis de tratar em todo o mundo (YAIKHAN et al., 2025; 

WUTOR et al., 2024; ANNAVAJHALA et al., 2019b). Essa espécie é frequentemente 

caracterizada como multirresistente (MDR), com muitos isolados clínicos a apresentarem 

resistência a várias classes de antibióticos, incluindo β-lactâmicos, carbapenémicos, 

aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (GANBOLD et al., 2023; DAVIN-REGLI & PAGÉS, 

2015; MILLER & ARIAS, 2024). Ademais, as Enterobacter ssp. possuem uma resistência 
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intrínseca à ampicilina e cefalosporinas de amplo espectro e já houveram relatos de resistência 

a cefalosporinas de terceira geração e carbapenêmicos, dificultando a escolha de um tratamento 

adequado (INTRA et al., 2023). De forma alarmante, a resistência aos carbapenemas e à 

colistina é cada vez mais relatada, frequentemente mediada por genes de carbapenemase 

(blaNDM, blaKPC) e genes mcr (ANNAVAJHALA et al., 2019a, YAIKHAN et al., 2025). 

Os mecanismos moleculares que sustentam esse perfil de resistência incluem a superprodução 

cromossômica de AmpC β-lactamases, a aquisição de β-lactamases de espectro estendido 

(ESBLs), a presença de carbapenemases (como blaNDM e blaOXA-48) e a ação de bombas de 

efluxo (AL-ZAHRANI & BREK, 2025; YAIKHAN et al., 2025). Esses fatores tornam E. 

cloacae um patógeno altamente adaptável frente à pressão seletiva causada pelo uso intensivo 

de antibióticos. 

Além da resistência, E. cloacae possui diversos determinantes de virulência que ampliam seu 

potencial patogênico, incluindo genes para adesinas, formação de biofilmes, produção de 

sideróforos (para aquisição de ferro), sistemas de secreção (T4SS e T6SS) e mecanismos de 

resistência ao soro, que permitem escapar da ação bactericida do sistema complemento (LIU et 

al., 2022b; GANBOLD et al., 2023; BOLOURCHI et al., 2022b). Esses fatores contribuem para 

sua capacidade de colonizar diferentes sítios do hospedeiro e causar infecções oportunistas 

(MUSTAFA et al., 2020; DAVIN-REGLI & PAGÉS, 2015). 

Clinicamente, E. cloacae está associada a uma ampla variedade de infecções, como infecções 

do trato urinário, pneumonias, sepse, infecções de feridas, neonatais e do trato respiratório 

(HAFIZ et al., 2023; DAVIN-REGLI & PAGÉS, 2015; GIRLICH et al., 2021; WUTOR et al., 

2024). A presença de cepas multirresistentes está ligada a hospitalizações prolongadas, além de 

taxas aumentadas de morbidade e mortalidade (DAVIN-REGLI & PAGÉS, 2015; ELBEHIRY 

et al., 2024). 

Enterobacter cloacae é uma causa frequente de infecções nosocomiais, cuja disseminação 

ocorre tanto por transmissão clonal, quando uma mesma linhagem resistente se propaga entre 

pacientes e ambientes hospitalares, quanto por transferência horizontal de genes, em que 

plasmídeos e outros elementos móveis espalham determinantes de resistência entre diferentes 

cepas e espécies, favorecendo surtos persistentes e de difícil controle (OSEI SEKYERE et al., 

2024). Em razão de seu perfil de resistência e importância clínica, a espécie integra o grupo 

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter espécies), composto por 
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patógenos que têm a capacidade de escapar das terapias antimicrobianas convencionais e das 

medidas de controle de infecção (GANBOLD et al., 2023; BOUCHER et al., 2009).  

Diante de sua relevância clínica e do aumento contínuo de casos associados ao complexo E. 

cloacae, torna-se imprescindível compreender os mecanismos que sustentam sua persistência e 

sucesso como patógeno oportunista. Entre esses fatores, destacam-se os múltiplos mecanismos 

de resistência antimicrobiana, que limitam as opções terapêuticas e contribuem para a 

dificuldade no manejo das infecções. Assim, a seguir, serão descritos os principais mecanismos 

de resistência presentes em E. cloacae e sua relação com o fracasso terapêutico observado em 

ambiente hospitalar. 

1.4 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA 

Enterobacter cloacae apresenta resistência frequente a múltiplas classes de antimicrobianos, 

incluindo β-lactâmicos, quinolonas, sulfonamidas e até mesmo a colistina, que constitui uma 

das últimas opções terapêuticas em casos graves (WEI et al., 2025; MATSUO et al., 2025; 

MILLER & ARIAS, 2024). Essa ampla resistência decorre de diferentes mecanismos 

bacterianos que frequentemente atuam em combinação, o que potencializa a dificuldade no 

tratamento clínico. 

O mecanismo mais relevante é a produção de β-lactamases, enzimas capazes de hidrolisar 

antibióticos β-lactâmicos e torná-los inativos (CARCIONE et al., 2021). Entre elas, destacam-

se as AmpC β-lactamases, de origem cromossômica característica do gênero Enterobacter, 

essas β-lactamases conferem resistência intrínseca a penicilinas e a cefalosporinas de primeira 

e segunda geração (WEI et al., 2025; ETEMADI et al., 2020). Além disso, a aquisição de β-

lactamases de espectro estendido (ESBLs), como as variantes CTX-M, SHV e TEM, amplia a 

resistência para cefalosporinas de terceira geração e monobactâmicos, comprometendo ainda 

mais as opções terapêuticas (MATSUO et al., 2025; PEIRANO & PITOUT, 2019). 

Outro mecanismo central é a resistência a carbapenêmicos, considerada crítica pela 

Organização Mundial da Saúde. Em E. cloacae, ela ocorre geralmente pela combinação da 

superexpressão de AmpC com a presença de ESBLs, associadas a alterações na membrana 

externa e à hiperatividade de bombas de efluxo (CAI et al., 2024; MELETIS, 2016; LIU et al., 

2021). As modificações de porinas reduzem a entrada dos antibióticos na célula, enquanto as 

bombas de efluxo expulsam ativamente as drogas, reduzindo sua concentração intracelular 
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(GAUBA & RAHMAN, 2023; LORUSSO et al., 2022). Quando esses mecanismos se somam 

à produção de carbapenemases, como blaKPC, blaNDM e blaOXA-48, o resultado é um 

fenótipo altamente resistente, muitas vezes sem alternativas terapêuticas eficazes (MATSUO et 

al., 2025; GOMEZ-SIMMONDS et al., 2018; LIU et al., 2021). 

Casos de resistência à colistina, frequentemente mediados por genes mcr, têm sido descritos em 

diferentes regiões, representando uma ameaça adicional, já que esse fármaco é considerado 

tratamento de resgate em infecções por bactérias multirresistentes (XEDZRO et al., 2023; SI et 

al., 2024). Em E. cloacae, a emergência de cepas resistentes à colistina é particularmente 

preocupante (YAIKHAN et al., 2025; RODRIGUES et al., 2021), pois, em combinação a outros 

mecanismos de resistência, limita drasticamente as opções terapêuticas disponíveis, 

especialmente em unidades de terapia intensiva (UTIs), onde os pacientes são mais vulneráveis 

e as taxas de infecção por cepas resistentes são maiores (LOGAN & WEINSTEIN, 2017; 

POLLY et al., 2022).  

Do ponto de vista epidemiológico, após Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, o complexo 

Enterobacter cloacae (CREC) é atualmente considerado a terceira espécie mais prevalente 

entre as Enterobacteriaceae resistentes a carbapenêmicos, reforçando seu papel emergente 

como ameaça à saúde pública global (MA et al., 2023; WHO, 2017). 

A ação dos antibióticos depende de sua interação com alvos celulares específicos. No entanto, 

as bactérias desenvolveram múltiplos mecanismos capazes de neutralizar esses efeitos. A 

Tabela 1 resume as principais classes de antibióticos, seus alvos e os mecanismos de resistência 

mais frequentemente associados, servindo como base para compreender a relação entre ação 

antimicrobiana e resistência bacteriana. 

Tabela 1. Principais mecanismos de resistência antimicrobiana em Enterobacter cloacae. 

Classe de 

antibiótico 

Alvo principal na 

bactéria 

Mecanismos de 

resistência mais comuns 
Referências 

β-lactâmicos 

(penicilinas, 

cefalosporinas, 

carbapenêmicos) 

Parede celular 

(inibição da síntese de 

peptidoglicano) 

Produção de β-lactamases 

(AmpC, ESBLs, 

carbapenemases), 

diminuição da 

permeabilidade da 

membrana externa, 

bombas de efluxo 

CARCIONE 

et al., 2021 

Quinolonas e 

fluoroquinolonas 

(ciprofloxacino) 

DNA girase e 

topoisomerase IV 

Mutações nos genes gyrA 

e parC, bombas de efluxo, 
FÁBREGA 

et al., 2008 
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redução da entrada do 

fármaco 

Sulfonamidas e 

trimetoprima 

Enzimas da via do 

ácido fólico 

Produção de enzimas 

alternativas, bombas de 

efluxo 

GRIFFITH et 

al., 2018 

Polimixinas 

(colistina) 
Membrana externa 

(lipopolissacarídeo) 
Modificação do lipídeo A 

mediada por genes mcr, 

alterações de 

permeabilidade, bombas 

de efluxo 

GOGRY et 

al., 2021 

MONDAL et 

al., 2024 

 

1.4.1 Mecanismo de ação dos principais antibióticos usados 

Os antibióticos atuam inibindo processos essenciais à sobrevivência bacteriana (UDDIN et al., 

2021; NEU & GOOTZ, 1996), mas Enterobacter cloacae desenvolveu diferentes mecanismos 

capazes de neutralizar essas drogas. Os β-lactâmicos, que incluem penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos, agem bloqueando a síntese da parede celular ao se ligarem a proteínas 

ligadoras de penicilina (PBPs) (LIMA et al., 2020). Em resposta, E. cloacae produz β-

lactamases, como as AmpC cromossômicas e as β-lactamases de espectro estendido (ESBLs), 

que hidrolisam esses antibióticos, além de carbapenemases (blaKPC, blaNDM, blaOXA-48) 

que comprometem inclusive os carbapenêmicos, tradicionalmente usados como último recurso 

(AL-ZAHRANI & BREK, 2025; GOMEZ-SIMMONDS et al., 2018; LIU et al., 2021). 

As quinolonas e fluoroquinolonas, como ciprofloxacino e levofloxacino, atuam inibindo as 

enzimas DNA girase e topoisomerase IV, essenciais para a replicação do DNA bacteriano 

(FÀBREGA et al., 2009; BUSH et al., 2020). A resistência envolve mutações nos genes gyrA 

e parC (KOTB et al., 2019; FÁBREGA et al., 2008), além da hiperexpressão de bombas de 

efluxo, como AcrAB-TolC, que reduzem a concentração intracelular da droga (MELETIS, 

2016). 

As sulfonamidas e trimetoprima interferem na síntese de folato, um cofator crucial para a 

produção de ácidos nucleicos (GRIFFITH et al., 2018). Nesses casos, a resistência ocorre pela 

aquisição de genes alternativos (sul1, sul2, dfrA), que codificam enzimas insensíveis aos 

fármacos (VENKATESAN et al., 2023; HAIDER et al., 2024). 

Já a colistina, um polipeptídeo catiônico, interage com os lipopolissacarídeos da membrana 

externa, desestabilizando sua estrutura (GOGRY et al., 2021). A resistência em E. cloacae é 

frequentemente mediada por modificações lipídicas no lipopolissacarídeo, codificadas por 
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genes mcr, que reduzem a ligação da droga à membrana (KHUNTAYAPORN et al., 2022; 

GUAN et al., 2022; MONDAL et al., 2024). 

Esse panorama mostra que praticamente todas as principais classes de antibióticos já 

apresentam mecanismos de resistência descritos em E. cloacae. Essa versatilidade molecular 

explica por que o tratamento de infecções hospitalares causadas por esse patógeno é tão 

desafiador e reforça a necessidade de abordagens alternativas, como o desenvolvimento de 

vacinas capazes de prevenir a infecção antes da instalação do quadro clínico. 

Ao compreender o modo de ação dos antibióticos, torna-se evidente como os mecanismos de 

resistência de E. cloacae comprometem sua eficácia e limitam as opções terapêuticas 

disponíveis. Essas limitações revelam lacunas importantes na abordagem atual dessas infecções 

e justificam a necessidade de estratégias alternativas, discutidas na subseção seguinte. 

1.5 LACUNA NA LITERATURA E JUSTIFICATIVA 

A vacinologia reversa tem se mostrado uma abordagem promissora no desenvolvimento de 

imunógenos contra diferentes patógenos de relevância clínica, tendo sido aplicada com sucesso 

no caso da Neisseria meningitidis do grupo B (PIZZA et al., 2000). Além disso, essa técnica já 

foi explorada para o desenvolvimento de candidatos a vacinas contra Klebsiella pneumoniae 

(ELFADIL et al., 2025), Pseudomonas aeruginosa (ZHU et al., 2025). Entretanto ainda não há 

vacinas licenciadas contra espécies do complexo Enterobacter cloacae. Esse fato é 

particularmente preocupante diante do aumento de infecções hospitalares causadas por cepas 

multirresistentes, que comprometem a eficácia dos antibióticos de última linha, incluindo 

carbapenêmicos e colistina (ANNAVAJHALA et al., 2019b; SI et al., 2024). 

A literatura existente sobre E. cloacae concentra-se majoritariamente em estudos relacionados 

a mecanismos de resistência antimicrobiana e na busca por novas moléculas antibióticas 

(INTRA et al., 2023; LOGAN & WEINSTEIN, 2017; LYYTINEN et al., 2024). Embora esses 

esforços sejam relevantes, observa-se uma lacuna significativa no que diz respeito ao 

desenvolvimento de estratégias vacinais, especialmente em um momento em que a crise da 

resistência antimicrobiana exige alternativas terapêuticas inovadoras (TAGLIABUE & 

RAPPUOLI, 2018). 
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Nesse contexto, o presente estudo propõe a identificação de candidatos a vacinas contra 

Enterobacter cloacae por meio da vacinologia reversa, uma abordagem inovadora que integra 

ferramentas de bioinformática, genômica comparativa e análises imunoinformáticas para a 

seleção racional de antígenos. Ao priorizar proteínas conservadas, imunogênicas e não 

homólogas ao hospedeiro humano, essa estratégia oferece uma alternativa concreta ao modelo 

tradicional baseado exclusivamente em antibióticos. Assim, o trabalho contribui para o 

enfrentamento da resistência antimicrobiana ao fornecer um ponto de partida robusto para o 

desenvolvimento de imunógenos preventivos, estabelecendo bases sólidas para validações 

experimentais futuras quanto à eficácia, segurança e aplicabilidade clínica dos candidatos a 

vacinas identificados. 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver, por meio de proteômica substratica, vacinologia reversa e bioinformática, um 

candidato a vacina multi-epitopo contra a bactéria Gram-negativa Enterobacter cloacae, , 

incluindo cepas resistentes a múltiplas classes de antimicrobianos. Esse candidato deve ser 

capaz de apresentar propriedades imunogênicas, estabilidade estrutural e ampla cobertura 

populacional em analises in silico. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

1. Realizar a análise pan-genômica de 21 genomas clínicos completos de E. cloacae, utilizando 

a ferramenta BPGA v1.3 com o intuito de identificar o proteoma central. 

2. Selecionar proteínas essenciais, de virulência e de resistência a partir do core proteomatico, 

por meio de comparação com bases de dados especificas (DEG, VFDB, CARD e ARG-

ANNOT). 

3. Excluir proteínas homologas ao proteoma humano a ao da microbiota intestinal, a fim de 

evitar reatividade cruzada indesejada. 

4. Predizer a localização subcelular das proteínas selecionadas, priorizando alvos que se 

encontram na superfície celular ou que são secretados.  
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5. Avaliar propriedades físico-químicas e imunológicas das proteínas candidatas, incluindo 

antigenicidade, toxicidade, alergenicidade, estabilidade e propriedades físico-químicas, bem 

como análise de domínios transmembrana e vias secretórias. 

6. Selecionar epítopos de células T (MHC-I e MHC-II) e B por meio de ferramentas de 

bioinformática, priorizando aqueles imunogênicos, não tóxicos e não alergênicos, além de 

avaliar indução de IFN-γ e propriedades de hidrofobicidade. 

7. Modelar tridemencionalmente os epítopos para análises de docking contra moléculas HLAs, 

selecionando os epítopos com maior afinidade e cobertura populacional. 

8. Construir diferentes candidatos de vacinas multi-epitopo (VEC1-VEC4), incorporando 

epítopos selecionados, adjuvantes (β-defensina, proteína ribossomal L7/L12, HBHA) e linkers 

apropriados (GPGPG, AAY, KK). 

9. Analisar as propriedades imunológicas e físico-químicas dos candidatos a vacinas, incluindo 

antigenicidade, não-toxicidade, não-alergenicidade, solubilidade, estabilidade e potencial de 

expressão em E. coli. 

10. Realizar modelagem tridimensional dos candidatos a vacina multiepítopo, seguida de 

refinamento estrutural e validação, além de análises de docking contra receptores do sistema 

imune (TLR2, TLR4, TLR9). 

11. Executar simulações de dinâmica molecular com o servidor iMODS, avaliando estabilidade 

conformacional, B-factors, deformabilidade e eigenvalues das ligações entre receptores do 

sistema imune e o melhor candidato a vacina multiepítopo.  

12. Predizer a estrutura secundária e a acessibilidade superficial do melhor candidato a vacina 

multiepítopo. 

13. Identificar epítopos de células B descontínuos presentes no melhor candidato a vacina 

multiepítopo. 

14. Simular in silico a resposta imune desencadeada pelo candidato a vacina multiepítopo mais 

promissor, para avaliar ativação humoral e celular. 

15. Avaliar a segurança dos candidatos a vacinas, verificando ausência de similaridade com 

proteínas humanas. 
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16. Otimizar códons e realizar clonagem in silico do candidato mais promissor, de forma a 

avaliar a viabilidade de expressão heteróloga em E. coli. 

3. METODOLOGIA 

Este estudo empregou uma abordagem conjunta de proteômica substrativa e vacinologia reversa 

para identificar potenciais candidatos a vacinas contra cepas conhecidas de Enterobacter 

cloacae. Os passos para obtenção dos candidatos estão ilustrados na Figura 2. 

 

Figura 2. Fluxograma que ilustra a metodologia utilizada para o desenvolvimento de uma 

vacina de múltiplos epítopos contra E. cloacae. 
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3.1 COLETA DE DADOS E IDENTIFICAÇÃO DO CORE PROTEÔMICO  

Vinte e um proteomas completos de cepas de E. cloacae associadas a infecções humanas, 

incluindo o proteoma representativo da cepa E. cloacae 1382 (GCF.905331265.2), foram 

recuperados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 2). O Bacterial Pan Genome Analysis (BPGA) v1.3 

(CHAUDHARI et al., 2016) foi utilizado para identificar famílias de proteínas conservadas. 

BPGA usa USEARCH como uma ferramenta padrão de agrupamento de proteínas com um 

corte de identidade definido como 0.6 ou 60%.  

Tabela 2. As cepas clínicas de Enterobacter cloacae analisadas neste estudo. 

Organismo RefSeq Assembly 
Amostra 

Biológica  
Origem Geográfica 

Ano de 

Isolamento 

Enterobacter cloacae 1382* GCF_905331265.2 SAMEA8065834 
Espanha - Hospital Universitário de 

Bellvitge (Barcelona)  
2022 

Enterobacter cloacae 

FDAARGOS 1431 
GCF_019047105.1 SAMN16357573 Alemanha: Braunschweig 2021 

Enterobacter cloacae 

CZ862 
GCF_018140965.1 SAMN18753389 República Tcheca: Praga 2021 

Enterobacter cloacae 

EFN743 
GCF_023920605.1 SAMN26208495 Gana 2022 

Enterobacter cloacae 

PIMB10EC27 
GCF_002982195.1 SAMN06448868 Vietnã 2018 

Enterobacter cloacae isolate 

F 
GCF_032349915.1 SAMN37529177 Canadá: Ottawa 2023 

Enterobacter cloacae 

CBG15936 
GCF_009707405.1 SAMN13288306 China: Guangzhou 2019 

Enterobacter cloacae 

14240244101 
GCF_016864115.1 SAMN12999973 Países Baixos: Groningen 2021 

Enterobacter cloacae 3143 GCF_024917615.1 SAMN28174020 EUA: Houston 2022 

Enterobacter cloacae 

2022CK-00409 
GCF_025426135.1 SAMN29981189 EUA 2022 

Enterobacter cloacae 

M12X01451 
GCF_002303275.1 SAMN05831100 Desconhecida 2017 

Enterobacter cloacae 

ECl_1.VN 
GCF_020540925.1 SAMN22169090 África do Sul: Pretória 2021 

Enterobacter cloacae isolate 

B 
GCF_032352615.1 SAMN37529173 CanadÁ: Ottawa 2023 

Enterobacter cloacae 

99183042147 
GCF_031851625.1 SAMN37298531 França: Montpellier 2023 

Enterobacter cloacae 

53EVA 
GCF_033802605.1 SAMN38124868 Cingapura 2023 

Enterobacter cloacae SD21 GCF_023238665.1 SAMN26686306 China: Shandong 2022 

Enterobacter cloacae 

Ecc8276_LB-HALD 
GCF_030406505.2 SAMN35795218 Senegal: DaCar 2023 

Enterobacter cloacae GCF_023023085.1 SAMN21379556 China 2022 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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12961-yvys 

Enterobacter cloacae 

Colony146 
GCF_019265085.1 SAMN17833497 Tailândia 2021 

Enterobacter cloacae 

Colony187 
GCF_019711235.1 SAMN17833490 Tailândia: Uttaradit 2021 

Enterobacter cloacae NH77 GCF_006228165.1 SAMN11866226 Tailândia: Chiang Mai 2019 

* Cepa referência. 

3.2 TRIAGEM DE GENES ESSENCIAIS E FATORES DE VIRULÊNCIA E RESISTÊNCIA 

As proteínas essenciais à sobrevivência da E. clocae foram identificadas usando o BLASTp 

padrão contra o banco de dados Database of Essential Genes (DEG) 

(http://tubic.tju.edu.cn/deg/), um banco de dados frequentemente atualizado de proteínas 

procarióticas essenciais (LUO et al., 2014). Proteínas relacionadas à virulência celular foram 

identificadas por meio de um BLASTp contra o banco de dados Virulence Factor Database 

(VFDB) (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm), uma plataforma de análise versátil e 

abrangente para fatores de virulência (VFs) bacterianos (LIU et al., 2022a). 

Adicionalmente, a triagem de proteínas responsáveis por fornecer resistência a antibióticos foi 

feita a partir do BLASTp com o banco de dados Comprehensive Antibiotic Resistance Database 

(CARD) (https://card.mcmaster.ca/) (ALCOCK et al., 2020) e Antibiotic Resistance Gene 

Annotation (ARG-ANNOT) (https://www.mediterraneeinfection.com/acces-ressources/base-

de-donnees/arg-annot-2/) (GUPTA et al., 2014). Os valores de corte para todas as análises 

BLASTp foram: bit-score > 100, e-value ≤ 10⁻⁴ e similaridade > 60%. 

3.3 TRIAGEM DE HOMÓLOGOS DA MICROBIOTA INTESTINAL E HOMÓLOGOS 

HUMANOS 

As proteínas essenciais, virulentas e/ou de resistência previamente identificadas foram 

analisadas contra um banco de dados personalizado de 79 proteomas bacterianos da microbiota 

intestinal usando BLASTp (NAZ et al., 2019; JADHAV et al., 2024). Essa estratégia identificou 

e removeu proteínas que eram homólogas àquelas na microbiota intestinal para mitigar o risco 

de reatividade cruzada com bactérias intestinais benéficas. Uma segunda análise BLASTp 

comparou as proteínas restantes contra o proteoma de referência de Homo sapiens 

(GCA.000001405.29) para excluir aquelas homólogas a proteínas humanas. Isso analisa a 

segurança da vacina, reduzindo a probabilidade de desencadear uma resposta autoimune. 

http://tubic.tju.edu.cn/deg/
http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm
https://card.mcmaster.ca/
https://www.mediterraneeinfection.com/acces-ressources/base-de-donnees/arg-annot-2/
https://www.mediterraneeinfection.com/acces-ressources/base-de-donnees/arg-annot-2/
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Ambas as análises empregaram um limite de e-value de ≤ 10⁻⁴ e um corte de similaridade de > 

60%.  

3.4 PREDIÇÃO DA LOCALIZAÇÃO SUBCELULAR 

Dois métodos computacionais distintos foram empregados para determinar a localização 

subcelular das proteínas selecionadas. O primeiro, PSORTb v3.0.2 

(https://www.psort.org/psorth/), usa um algoritmo probabilístico para analisar a composição de 

aminoácidos, peptídeos sinal, hélices transmembrana e motivos associados à localização de 

proteínas para determinar sua localização subcelular (YU et al., 2010). O segundo programa, o 

servidor BUSCA (https://busca.biocomp.unibo.it), identifica peptídeos sinal, âncoras GPI e 

domínios transmembrana para identificar a localização subcelular de proteínas globulares e de 

membrana (SAVOJARDO et al., 2018). Os resultados foram comparados para aumentar a 

precisão e confiança das predições da localização subcelular dessas proteínas. 

3.5 ANÁLISE DE ANTIGENICIDADE E PROPRIEDADES FÍSICO QUÍMICAS 

Os alvos selecionados foram submetidos a uma análise de antigenicidade usando a ferramenta 

VaxJen v2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/vaxjen/VaxJen/VaxJen.html), uma ferramenta 

amplamente utilizada para prever a antigenicidade de epítopos de células T (DOYTCHINOVA 

& FLOWER, 2007). Para esta análise, foi implementado um threshold padrão de ≥0,5. 

Adicionalmente, o servidor online Expasy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) foi 

usado para calcular as propriedades fisicoquímicas de todas as proteínas, incluindo seu peso 

molecular, comprimento da proteína e valor GRAVY (WILKINS et al., 2005). O valor GRAVY 

(Grand Average of Hydropathicity) é a soma de todos os valores de hidropatia dos aminoácidos 

dividida pelo comprimento da sequência proteica. Valores GRAVY negativos indicam 

proteínas hidrofílicas (SOLANKI et al., 2019). 

3.6 ANÁLISE DE DOMÍNIOS TRANSMEMBRANA E VIAS SECRETORAS 

A topologia de nossas proteínas transmembrana foi avaliada utilizando o servidor 

DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM), o método mais abrangente e de maior 

desempenho para prever a topologia de proteínas transmembrana tanto alfa-helicoidais quanto 

https://www.psort.org/psorth/
https://busca.biocomp.unibo.it/
https://www.ddg-pharmfac.net/vaxjen/VaxJen/VaxJen.html
https://web.expasy.org/protparam/
https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM
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β-barris (HALLGREN et al., 2022). Adicionalmente, as vias secretoras foram analisadas 

usando SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), um método de 

rede neural profunda baseado em servidor que prevê sequências de peptídeos de sinal (SP) e 

discrimina entre cinco tipos principais de SPs (TEUFEL et al., 2022). 

3.7 TRIAGEM DE EPÍTOPOS DE CÉLULAS T E CÉLULAS B 

Usamos o IEDB TepiTool (https://tools.iedb.org/tepitool/) (PAUL et al., 2016) e o servidor web 

NetCTLpan 1.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTLpan-1.1) (STRANZL et 

al., 2010) para prever peptídeos de MHC classe I considerando um conjunto de 27 alelos 

distintos representando mais de 97% da população global. Essas ferramentas computacionais 

são amplamente empregadas na área para identificar peptídeos que reconhecem 

especificamente as moléculas de MHC necessárias para respostas imunes mediadas por células 

T (PAUL et al., 2016; STRANZL et al., 2010). O servidor NetCTLpan 1.1 emprega métodos 

de processamento de sequência, como clivagem pelo proteassoma, ligação a TAP e ligação a 

MHC-I, para identificar com precisão epítopos de linfócitos T citotóxicos (STRANZL et al., 

2010). O threshold para o NetCTLpan 1.1 foi definido em 0,75. Consideramos apenas epítopos 

com nove aminoácidos, pois este é o comprimento mais comum de peptídeos de MHC classe I, 

variando geralmente de 8 a 11 resíduos (PAUL et al., 2016). 

As previsões de epítopos MHC de classe II foram feitas pelo método recomendado pela IEDB. 

Foi utilizado um conjunto dos 26 alelos humanos de classe II mais frequentes dos loci DP, DQ 

e DR (WANG et al., 2010). As moléculas de MHC classe II normalmente se ligam a peptídeos 

variando de 12 a 20 aminoácidos de comprimento, com um núcleo de cerca de 9 aminoácidos 

sendo o mais crucial para a ligação. Tipicamente, peptídeos de 15 resíduos são usados para 

otimizar essas predições (STRANZL et al., 2010). 

Os epítopos lineares de células B foram previstos com os servidores IEDB e ABCpred 

(https://webs.iittd.edu.in/raghava/abcpred/) (SAHA & RAGHAVA, 2006), usando os 

parâmetros padrão. Os epítopos de células B exibem variabilidade estrutural, variando de 3 a 

85 aminoácidos de comprimento, embora epítopos contínuos normalmente estejam dentro de 

uma faixa de 15 aminoácidos (SAHA & RAGHAVA, 2006; SINGH et al., 2013). 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://tools.iedb.org/tepitool/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetCTLpan-1.1
https://webs.iittd.edu.in/raghava/abcpred/
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3.8 ANÁLISE DE IMUNOGENICIDADE, ANTIGENICIDADE, TOXICIDADE, 

ALERGENICIDADE, GRAVY E POTENCIAL INDUTOR DE IFN DOS EPÍTOPOS 

SELECIONADOS 

A imunogenicidade dos epítopos de MHC-I foi avaliada usando o servidor IEDB 

(https://tools.immuneepitope.org/immunogenicity/), no qual valores mais altos e positivos 

indicam uma maior probabilidade de eliciar uma resposta imune (CALIS et al., 2013). A 

antigenicidade dos epítopos de MHC classe I, MHC classe II e de células B foi analisada usando 

o servidor VaxJen v2.0, aplicando um threshold de ≥0,5 (DOYTCHINOVA & FLOWER, 

2018). As predições de toxicidade foram realizadas usando as configurações de parâmetro 

padrão do servidor ToxinPred (https://www.intech.res.in/raghava/toxinpred/index.html) 

(GUPTA et al., 2013). Este servidor prevê a toxicidade de diferentes peptídeos usando uma 

abordagem de aprendizado de máquina, especificamente máquinas de vetores de suporte 

(SVM), combinada com uma matriz quantitativa (GUPTA et al., 2013). Em seguida, a 

alergenicidade dos epítopos foi avaliada com base nas principais propriedades fisicoquímicas 

das proteínas usando o servidor AllerTop (https://www.ddg-

pharmfac.net/AllerTOP/feedback.py) (DIMITROV et al., 2014). Posteriormente, o servidor 

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) foi utilizado para determinar os valores 

GRAVY dos epítopos, analisando as propriedades fisicoquímicas das proteínas (WILKINS et 

al., 2005). Finalmente, a capacidade dos epítopos de MHC classe II de estimular a produção de 

IFN-γ foi avaliada usando o servidor IFNepitope2 

(https://webs.iittd.edu.in/raghava/ifnepitope2/) (DHALL et al., 2023). 

3.9 PREDIÇÃO DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL (3D) DOS EPÍTOPOS 

SELECIONADOS E DOCKING MOLECULAR 

Os epítopos selecionados de MHC classe I e MHC classe II foram submetidos ao servidor PEP-

FOLD3 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/), uma ferramenta 

online que pode prever as estruturas tridimensionais de peptídeos variando de 5 a 50 

aminoácidos de comprimento através de técnicas de montagem de novo (LAMIABLE et al., 

2016). Experimentos de docking foram então conduzidos usando tanto o amplamente utilizado 

servidor ClusPro 2.0 (https://cluspro.bu.edu/login.php?redir=/home.php) (KOZAKOV et al., 

2017), quanto o servidor Hawk-Dock (https://cadd.zju.edu.cn/hawkdock/) (WENG et al., 

2019), que prevê estruturas de ligação e identifica resíduos-chave envolvidos em interações 

https://tools.immuneepitope.org/immunogenicity/
https://www.intech.res.in/raghava/toxinpred/index.html
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/feedback.py
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/feedback.py
https://web.expasy.org/protparam/
https://webs.iittd.edu.in/raghava/ifnepitope2/
https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/
https://cluspro.bu.edu/login.php?redir=/home.php
https://cadd.zju.edu.cn/hawkdock/
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proteína-proteína, gerando escores MM-GBSA (Molecular Mechanics/Generalized Born 

Surface Area). A função PRODIGY do servidor web HADDOCK 

(https://rascal.science.uu.nl/prodigy/) (XUE et al., 2016) refinou os complexos encaixados 

gerados pelo ClusPro 2.0, incluindo valores de ΔG e Kd (M) a 37°C para produzir escores de 

energia de ligação. O docking de epítopos de MHC classe I foi realizado contra os seguintes 

alelos HLA: HLA-A*01:01 (PDB: 6AT9), HLA-A*02:01 (PDB: 3UTQ), HLA-B*15:01 (PDB: 

1XR8), HLA-B*35:01 (PDB: 1ZSD), HLA-B*39:01 (PDB: 4O2E), HLA-B*53:01 (PDB: 

1A1M), HLA-B*58:01 (PDB: 5IM7), HLA-B*44:03 (PDB: 1SYS) e HLA-A*02:01 (PDB: 

1I1Y). O docking de epítopos de MHC classe II foi investigado contra um painel de alelos 

HLA-DRB, compreendendo HLA-DRB1*01:01 (PDB: 2FSE), HLA-DRB1*03:01 (PDB: 

1A6A), HLA-DRB1*04:01 (PDB: 2SEB), HLA-DRB1*15:01 (PDB: 1BX2), HLA-

DRB3*01:01 (PDB: 2Q6W), HLA-DRB3*02:02 (PDB: 3C5J) e HLA-DRB5*01:01 (PDB: 

1H15). Esses alelos foram selecionados por sua alta prevalência global e extensa cobertura de 

supertipos HLA, e os epítopos foram filtrados por sua capacidade de se ligar a múltiplas 

moléculas HLA. Os epítopos com a maior energia de ligação média e valores MM-GBSA foram 

então selecionados para a construção da vacina. 

3.10 ANÁLISE DE COBERTURA POPULACIONAL 

A ferramenta de análise de cobertura populacional do IEDB (https://tools.iedb.org/population/) 

(BUI et al., 2006) foi usada para calcular a cobertura populacional de todos os nossos epítopos 

de MHC-I e MHC-II com base nas frequências genotípicas de HLA obtidas do Allele Frequency 

Database. Os genótipos cobriram 16 áreas geográficas diferentes, abrangendo 115 países e 20 

etnias, para garantir uma cobertura extensa pela vacina. 

3.11 CONSTRUÇÃO DA VACINA 

A construção da vacina envolveu a ligação de epítopos CTL (epítopos MHC-I), HTL (epítopos 

MHC-II) e BCL (epítopos de células B) usando três linkers especializados: AAY, GPGPG e 

KK. Linkers AAY conectaram a sequência Universal Pan HLA DR (PADRE – 

AKFVAAWTLKAAA) aos epítopos CTL, bem como entre os próprios epítopos CTL. 

Enquanto isso, linkers GPGPG foram usados para ligar os epítopos CTL aos epítopos HTL, 

além dos epítopos HTL entre si. Finalmente, linkers KK foram empregados para conectar os 

https://rascal.science.uu.nl/prodigy/
https://tools.iedb.org/population/


37 

 

epítopos HTL aos epítopos BCL e os epítopos BCL a outros epítopos BCL. As sequências 

adjuvantes, a proteína HBHA e sua sequência conservada HBHA, a proteína ribossomal 50S 

L7/L12 e a flagelina FliC, foram unidas usando linkers EAAAK nas extremidades N e C. 

Adicionalmente, linkers EAAAK foram utilizados para conectar a sequência PADRE a quatro 

sequências adjuvantes diferentes: a proteína HBHA e a sequência conservada HBHA 

(SARKAR & ULLAH, 2020), a proteína ribossomal 50S L7/L12 (LEE et al., 2014)  ou a 

flagelina FliC (NEMPONT et al., 2008; KNUDSEN et al., 2013). Esses adjuvantes aumentam 

o potencial da vacina de estimular vias imunes específicas e proporcionar uma resposta imune 

mais robusta e direcionada. O esquema de todos as construções de vacinas é mostrado na 

Figura 3. 

 

Figura 3. Ilustração esquemática e arquitetura da sequência das construções de vacina de 

múltiplos epítopos. Componentes principais: adjuvantes, sequências imunoestimuladoras e 

epítopos de linfócitos T citotóxicos, linfócitos T auxiliares e linfócitos B. 

3.12 PREDIÇÃO DA ANTIGENICIDADE, ALERGENICIDADE, SOLUBILIDADE E 

PROPRIEDADES FÍSICO QUÍMICAS DOS CANDIDATOS À VACINA 

A antigenicidade dos candidatos à vacina foi avaliada usando o VaxiJen v2.0 

(DOYTCHINOVA & FLOWER, 20107), enquanto o servidor AllerTOP (https://www.ddg-

pharmfac.net/AllerTOP/) (DIMITROV et al., 2014) foi usado para avaliar o potencial 

alergênico de todas as construções de vacinas. A solubilidade das construções vacinais foi 

estimada usando o SOLpro do Scratch Protein Predictor 

(https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/) (MAGNAN et al., 2009) empregando uma arquitetura 

SVM de dois estágios baseada em múltiplas representações da sequência primária. Sua precisão 

excede 74% quando validações cruzadas de dez vezes são usadas. 

As propriedades fisicoquímicas de todos os candidatos à vacina foram analisadas usando o 

servidor Expasy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) (WILKINS et al., 2005). Esta 

https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
https://web.expasy.org/protparam/
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ferramenta forneceu informações sobre o número de aminoácidos, peso molecular, ponto 

isoelétrico teórico, índice de instabilidade, índice alifático e valores GRAVY. 

3.13 PREDIÇÃO DA ESTRUTURA TERCIÁRIA, REFINAMENTO E VALIDAÇÃO DOS 

CANDIDATOS A VACINA 

As estruturas 3D das construções de vacinas foram geradas usando o servidor I-TASSER 

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) (ROY et al., 2010), uma plataforma líder em predição de 

estrutura 3D de proteínas baseada em experimentos de Avaliação Crítica de técnicas de 

Predição de Estrutura (CASP)(BIBI et al., 2021). As estruturas 3D foram então refinadas 

usando o servidor web Galaxy Refine (https://galaxy.seoklab.org/refine) (HEO et al., 2013), 

que é projetado para melhorar tanto a qualidade global quanto local das estruturas proteicas. 

A qualidade das estruturas das vacinas refinadas e não, foi avaliada usando várias ferramentas. 

O SAVES v6.1 (https://saves.mbi.ucla.edu/) avaliou a qualidade estrutural dos modelos 

proteicos. A ferramenta PROCHECK avaliou a qualidade estereoquímica das estruturas 

proteicas, com gráficos de Ramachandran criados para cada estrutura (LASKOWSKI et al., 

1997). O servidor ERRAT forneceu um fator de qualidade geral para os constructos, analisando 

a força prevista das interações não ligadas entre diferentes tipos de átomos (COLOVOS & 

YEATES, 1993). Finalmente, o servidor web ProSA 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) determinou os escores-z dos modelos vacinais 

refinados, comparando-os com os escores-z determinados experimentalmente de proteínas 

nativas (WIEDERSTEIN & SIPPL, 2007). 

3.14 DOCKING PROTEÍNA-PROTEÍNA 

Os candidatos à vacina selecionados foram encaixados (docking) contra os complexos TLR4-

MD2 (PDB:3FXI), TLR5 (PDB: 3J0A) e TLR1-TLR2 (PDB: 2Z7X) usando os servidores 

ClusPro 2.0 (KOZAKOV et al., 2017) e HDOCK (https://hdock.phys.hust.edu.cn/) (YAN et 

al., 2017). Esses receptores imunes inatos são cruciais no reconhecimento de uma variedade de 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), incluindo aqueles presentes em vacinas 

e adjuvantes. Eles desempenham um papel vital no desencadeamento de respostas imunes 

eficazes e na garantia de imunidade induzida por vacina bem-sucedida. 

https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://galaxy.seoklab.org/refine
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://hdock.phys.hust.edu.cn/
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Para identificar os resíduos de aminoácidos envolvidos em contatos polares e conflitos 

eletrostáticos dentro dos complexos VEC-TLRs, cruciais para a estabilidade da interação 

proteína-proteína, usamos o PyMol (https://pymol.org/) (RIGSBY & PARKER, 2016), um 

software amplamente utilizado para visualizar e analisar estruturas moleculares em 3D com um 

limite de 3,6 Å. 

3.15 SIMULAÇÃO DE DINÂMICA MOLECULAR 

Os complexos encaixados de TLR1-TLR2, TLR4 e TLR5 com a vacina foram analisados por 

meio de simulações de dinâmica molecular usando o servidor online IMODS 

(https://imods.chaconiah.org/) com seus parâmetros padrão (LÓPEZ-BLANCO et al., 2014). A 

análise IMODS fornece insights-chave sobre a dinâmica estrutural do complexo, prevendo os 

movimentos coletivos de proteínas usando análise de modo normal (NMA) em coordenadas 

internas (LÓPEZ-BLANCO et al., 2014; LÓPEZ-BLANCO et al., 2011). Esta ferramenta 

calcula a deformabilidade, autovalores, variância, mapa de covariância, fator B e rede elástica 

do complexo vacina-receptor (LÓPEZ-BLANCO et al., 2011). 

3.16 PREDIÇÃO DA ESTRUTURA SECUNDÁRIA E ACESSIBILIDADE SUPERFICIAL  

A estrutura secundária, bem como a acessibilidade ao solvente, do melhor candidaro a vacina 

foram analisadas usando o servidor NetSurfP-3.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSurfP-3.0/) (HØIE et al., 2022). A rede neural 

NetChop 3.1 foi usada para analisar a clivagem de peptídeos em epítopos de MHC classe-I 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetChop-3.1/) (KESMIR et al., 2002; NIELSEN et 

al., 2005). Além disso, o servidor ProsperousPlus foi utilizado para prever a atividade peptidase 

específica de catepsina, validando ainda mais o processamento desses epítopos para 

apresentação pelo MHC (https://prosperous.erc.monash.edu/) (SONG et al., 2018). Prever sítios 

de clivagem proteassomal é crucial para identificar potenciais epítopos de células T, bem como 

para produzir peptídeos C-terminais corretamente clivados que podem desencadear respostas 

imunes robustas. 

https://pymol.org/
https://imods.chaconiah.org/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetSurfP-3.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetChop-3.1/
https://prosperous.erc.monash.edu/
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3.17 EPÍTOPOS DESCONTÍNUOS DE CÉLULAS B 

O melhor candidato de vacina selecionado foi avaliado usando o servidor ElliPro 

(https://tools.iedb.org/ellipro/) (PONOMARENKO et al., 2008) para identificar e representar 

regiões potenciais de ligação a anticorpos dentro da sequência ou estrutura proteica fornecida. 

A análise de epítopos conformacionais de células B foi conduzida com um limiar de escore 

mínimo de 0,70, mantendo a configuração de distância máxima padrão. 

3.18 SIMULAÇÃO DA RESPOSTA DO SISTEMA IMUNE AO CANDIDATO A VACINA 

MAIS PROMISSOR  

O servidor C-ImmSim foi usado para modelar a resposta do sistema imune à vacina 

(https://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php?page=1) (RAPIN et al., 2010). Ele emprega uma 

abordagem de matriz de pontuação posicional para a predição de epítopos imunes e aplica 

metodologias de aprendizado de máquina para modelar interações imunes em três regiões 

anatômicas dentro de sistemas biológicos mamíferos (SANCHES et al., 2021). Os tratamentos 

vacinais utilizaram os parâmetros padrão (Volume de Simulação: 10), com três injeções de 

vacina administradas em intervalos de 30 dias. Os passos de tempo para essas três injeções 

foram definidos em 1, 90 e 180 dias, com o total de passos de simulação definido em 600 

(QAMAR et al., 2020). 

3.19 ANÁLISE DE SEGURANÇA DA VACINA 

A similaridade de sequência entre o candidato a vacina e as proteínas do hospedeiro pode 

potencialmente resultar em reatividade cruzada e autoimunidade (MAHAPATRA et al., 2021). 

Portanto, para garantir a segurança imunológica da vacina, a sequência foi submetida à análise 

de BLASTP contra o proteoma de Homo sapiens (GCA_000001405.29). 

3.20 ADAPATAÇÃO DE CÓDONS E CLONAGEM IN SILICO  

O servidor web Benchling (https://www.benchling.com/) foi empregado para realizar a 

tradução reversa da sequência. O viés de uso de códons e o conteúdo de GC de E. coli (K12) 

foram considerados para otimizar a sequência, garantindo que o conteúdo de GC caísse dentro 

https://tools.iedb.org/ellipro/
https://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php?page=1
https://www.benchling.com/
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da faixa ideal de 30–70% (ALI et al., 2017). Além disso, o índice de adaptação de códons (CAI) 

foi calculado usando o servidor web CAI calculator (https://ppuigbo.me/programs/CAIcal/) 

(PUIGBÒ et al., 2008) e teve como objetivo ser maior que 0,8, que é considerado ideal para 

alcançar altos níveis de expressão proteica (MORLA et al., 2016). 

O candidato a vacina otimizado foi então projetado usando o vetor pET-28a (+), incorporando 

sítios de restrição Xhol e Ndel nas extremidades C e N, respectivamente. A construção foi 

clonada in-frame com a His-tag do plasmídeo e os sítios de clivagem de trombina. Além disso, 

a clonagem in silico foi conduzida utilizando o servidor web Benchling 

(https://www.benchling.com/).  

4.RESULTADOS 

4.1 ANÁLISE PROTEÔMICA DAS PROTEÍNAS DO CORE DE E. CLOACAE 

A análise de pan-genoma realizada com o BPGA versão 1.3 identificou 2.593 sequências 

proteicas não parálogas a partir dos proteomas completos de 21 amostras de Enterobacter 

cloacae associadas a infecções humanas, incluindo o proteoma de referência da cepa E. cloacae 

(Tabela 2 e Tabela 3).  

A Database of Essential Genes (DEG) revelou que 1.287 dessas 2.593 proteínas do núcleo não 

parálogas foram classificadas como essenciais. Adicionalmente, 172 proteínas foram 

identificadas como possíveis fatores de virulência utilizando a Virulence Factor Database 

(VFDB), e 61 mostraram associação com resistência antibiótica de acordo com as 

Comprehensive Antibiotic Resistance Database e Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation 

Database. 

No total, foram identificadas 1.352 proteínas não redundantes relacionadas à essencialidade, 

resistência e/ou virulência. Essas proteínas foram subsequentemente triadas contra um banco 

de 79 proteomas da microbiota intestinal, resultando na identificação de 40 proteínas sem 

similaridade significativa com a microbiota intestinal. Uma triagem adicional contra o 

proteoma de referência de Homo sapiens mostrou que 39 dessas proteínas também não 

possuíam homólogos humanos. Desse conjunto final, apenas 12 das 39 proteínas foram 

localizadas no espaço extracelular ou na membrana externa e selecionadas para análises 

subsequentes (Tabela 3). 

https://ppuigbo.me/programs/CAIcal/
https://www.benchling.com/
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Tabela 3. Análises proteómicas substrativas das proteinas da Enterobacter cloacae.  

N° Proteinas 
Enterobacter 

cloacae (N° de 

Proteinas) 
1 Proteoma total da cepa referência E. cloacae  4.664 
2 Proteinas não paralógas e integrantes do proteoma core 2.593 

3 
 Proteínas essenciais determinadas através da análise BLASTp em relação à base de dados DEG (evalue 

≤10−4 ,bitscore >100, ppos >60%) 
1.287 

4 
     Fatores de resistência determinados através da análise BLASTp em relação à base de dados CARD e 

ARG-ANNOT (evalue ≤10−4, bitscore >100, ppos >60%) 
61 

5 
Fatores de virulência determinados através da análise BLASTp em relação à base de dados VFDB 

(evalue ≤10−4, bitscore >100, ppos >60%) 
172 

6 Proteínas não redundantes associadas à essencialidade, resistência ou virulência 1.352 
7 Proteínas não homólogas a flora intestinal (BLASTp, evalue ≤10−4, ppos>60%) 40 

8 
Proteinas não homologas a humanos e não homologas a flora intestinal (BLASTp, evalue ≤10−4, 

ppos>60%) 
39 

9 
Proteínas citoplasmáticas ou da membrana plasmática identificadas usando os servidores PSORTb e 

BUSCA 
27 

10 Proteínas extracelulares ou da membrana externa identificadas usando os servidores PSORTb e BUSCA 12 

11 
Proteínas expostas à superfície que exibem propriedades antigénicas, conforme determinado pelo 

VaxiJen v2.0 
9 

 Proteínas selecionadas para triagem de epítopos 9 

 

4.2 ANÁLISE DE REGIÕES TRANSMEMBRANA, PEPTÍDEOS SINAL, PROPRIEDADES 

FÍSICO QUÍMICAS E ANTIGENICIDADE 

A análise das 12 proteínas de superfície expostas pelo SignalP 6.0 revelou que 9 proteínas 

continham peptídeos sinal secretórios, transportados pelo translocon Sec e clivados pela Signal 

Peptidase I. As 3 proteínas restantes continham peptídeos sinal de lipoproteína, também 

transportados pelo translocon Sec, mas clivados pela Signal Peptidase II (Sec/SPII). É 

importante destacar que nenhuma das proteínas analisadas apresentou hélices transmembrana. 

Além disso, todas as 12 proteínas exibiram um valor negativo de Grand Average of 

Hydropathicity (GRAVY), indicando solubilidade e adequação para o desenvolvimento 

vacinal, conforme determinado pela ferramenta VaxiJen v2.0. 

A avaliação de antigenicidade e localização identificou que 2 das 12 proteínas eram proteínas 

de membrana externa: a proteína de membrana externa de resistência a múltiplas drogas MdtQ 

e a porina específica para oligogalacturonato KdgM. Outras 7 proteínas foram classificadas 

como proteínas extracelulares com perfis antigênicos notáveis, incluindo a subunidade principal 

de Curli CsgA, a proteína putativa de montagem fimbrial SfmF, a proteína de 

montagem/transporte de Curli CsgF, a adesina FimH específica para D-manose da fímbria tipo 

1, a subunidade menor de Curli CsgB, a proteína de choque térmico HslJ e a chaperona de 
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montagem de Curli CsgC. Essas nove proteínas foram subsequentemente avaliadas quanto à 

presença de epítopos úteis para a construção da vacina. As propriedades fisicoquímicas e 

antigênicas detalhadas dessas proteínas são apresentadas na Tabela 4. 

Tabela 4. Caracterização das proteinas candidatas a construção da vacina: localização 

subcelular, função, propriedades físico-químicas, antigenicidade, GRAVY, hélices 

transmembranas e peptídeo sinalizador. 

RefSeq ID (1) Nome da proteina 
(2) Função (3) Localização 

(4) 

Score de 

antigenicidade 

(5) 

Hidrofobicidade 

(GRAVY) (6) 
Comprimento 

(aa) (7) 

Peso 

molecular 

kDa (8) 

Hélices 

TM (9) Sinal P (10) 

WP_023620194.1 
*Subunidade 

principal Curli CsgA 

[Enterobacter] 

Curlin forma fímbrias 

Curli, estruturas 

superficiais enroladas 

que se montam melhor 

abaixo de 37 °C e se 

ligam à fibronectina. 

Extracelular     1,0214 -0,318 153 15,37 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_013095935.1 

* Proteína de 

montagem fimbrial 

putativa SfmF 

[Enterobacter] 

Pode contribuir para a 

adesão a várias 

superfícies em nichos 

ambientais específicos. 

Extracelular     0,7398 -0,152 174 18,28 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_013097173.1 

*Proteína de 

montagem/transporte 

da produção de curli 

CsgF [Enterobacter] 

Pode estar envolvida 

na biogênese das 

organelas curli. 
Extracelular     0,5523 -0,315 137 14,98 TMHs:  0 

Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_013095931.1 
Subunidade da 

proteína fimbrial tipo 

1 FimI [Enterobacter] 

As fimbrias (pili) são 

filamentos bacterianos 

de 0,5-1,5 µm (100-

300/célula) que 

medeiam a 

colonização dos 

órgãos do hospedeiro. 

Extracelular     0,4642 0,125 181 19,64 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_028027948.1 

Proteína de 

montagem/transporte 

da produção de curli 

CsgG [Enterobacter] 

Pode estar envolvida 

na biogénese das 

organelas curli. 
Extracelular     0,3337 -0,018 277 30,37 TMHs:  0 

Peptídeo 

sinalizador 

de 

lipoproteína 

(Sec/SPII) 

WP_182059907.1 

*Adesina específica 

para D-manose da 

fimbria tipo 1 FimH 

[Enterobacter sp. 

RHBSTW-00175] 

Uma subunidade 

fimbrial menor 

necessária para a 

ligação específica S, 

permitindo que a E. 

coli patogénica se 

ligue às glicoproteínas 

α-sialil(2-3)β-Gal 

durante infecções do 

trato urinário e 

meningite. 

Extracelular     0,6488 -0,161 355 36,35 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_182060423.1 

*Subunidade menor 

curli CsgB 

[Enterobacter sp. 

RHBSTW-00175] 

A curlina forma 

fímbrias curli que se 

agrupam abaixo de 37 

°C, ligam-se à 

fibronectina e, quando 

coexpressas com 

celulose, criam uma 

matriz hidrofóbica que 

confere coesão e 

propriedades 

semelhantes às dos 

tecidos às colónias 

bacterianas 

(PubMed:24097954). 

Extracelular     0,6595 -0,223 151 16,05 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_315685900.1 

*Proteína de choque 

térmico HslJ 

[Enterobacter 

cloacae] 

Funciona 

principalmente como 

uma proteína-chave de 

resposta ao stress.   

Extracelular     0,675 -0,175 146 15,80 TMHs:  0 

Peptídeo 

sinalizador 

de 

lipoproteína 

(Sec/SPII) 



44 

 

WP_166716973.1 

*Chaperona de 

montagem Curli 

CsgC [Enterobacter 

não classificada] 

Mediadora da 

montagem de CsgA 

em fibras Tafi 

extracelularmente (via 

via ENP) e 

potencialmente 

intracelularmente, com 

possível envolvimento 

de CsgF. 

Extracelular     0,7714 -0,052 110 11,79 TMHs:  0 
Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_013097172.1 

Proteína de 

montagem/transporte 

da produção de curli 

CsgE [Enterobacter 

cloacae] 

Pode estar envolvida 

na biogénese das 

organelas curli. 
Extracelular     0,3228 -0,064 129 14,40 TMHs:  0 

Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

WP_226834852.1 

*Proteína da 

membrana externa 

multirresistente MdtQ 

[Enterobacter 

cloacae] 

Pode estar envolvida 

na resistência à 

puromicina, 

acriflavina e cloreto de 

tetrafenilarsénio. 

Membrana 

externa 0,5923 -0,158 472 50,99 TMHs:  0 

Peptídeo 

sinalizador 

de 

lipoproteína 

(Sec/SPII) 

WP_020687115.1 

*Proteína da 

família KdgM 

porina específica 

para 

oligogalacturonato 

[Enterobacter] 

Porina específica 

para 

oligogalacturônidos. 

Também necessária 

para a virulência 

total.    Membrana 

externa 

Membrana 

externa 0,8742 -0,685 227 25,90 TMHs:  

0 

Peptídeo 

sinalizador 

(Sec/SPI) 

Todos os dados foram analisados utilizando vários servidores: 1, 2 = NCBI; 3 = UNIPROT; 4 = BUSCA e PsortB; 

5, 6, 7, 8 = ProtParam; 9 = Servidor TMHMM; 10 = SignalP 6.0. * Proteínas selecionadas para analise de epítopos. 

 

4.3 PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DE MHC CLASSE I 

A análise das proteínas selecionadas usando Tepitool e NetCTLpan 1.1 identificou 144 epítopos 

potenciais de 9 resíduos para células T (MHC classe I), dos quais 70 foram sugeridos como 

imunogênicos pelo IEDB. Uma análise mais aprofundada revelou que 42 dos 70 epítopos eram 

antigênicos, conforme determinado pelo servidor VaxiJen v2.0 usando um limiar de ≥0,5. 

Importantemente, nenhum desses epítopos antigênicos foi considerado tóxico pela avaliação do 

servidor ToxinPred, garantindo sua segurança para inclusão em constructos. Adicionalmente, 

seus valores GRAVY foram calculados usando o servidor ProtParam para avaliar a natureza 

hidrofílica dos epítopos. Entre os 42 epítopos antigênicos, 20 exibiram valores GRAVY 

negativos, indicando hidrofilicidade e potencial solubilidade em condições fisiológicas. 

Refinamos ainda mais esses 20 epítopos hidrofílicos analisando sua alergenicidade com o 

servidor AllerTop. Isso identificou 12 epítopos não alergênicos, que foram considerados ideais 

por atenderem a todos os critérios de imunogenicidade, antigenicidade, não toxicidade, não 

alergenicidade e valores GRAVY negativos (Tabela 5). Consequentemente, esses 12 epítopos 

prosseguiram para a análise de docking molecular para explorar suas interações com moléculas 

de MHC. 
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Tabela 5. Caracterização in silico de epítopos MHC-I para a construção de vacinas: 

imunogenicidade, antigenicidade, toxicidade, GRAVY e alergenicidade. 

Proteína-alvo Comprimento 

(aa) (1) 
Sequência do 

epítopo (2) 

Cobertura 

de alelo 

HLA (3) 

Escore de 

imunogenicidade 

(4) 

Escore de 

antigenicida

de 5) 
Toxicid

ade (6) 
Hidrofobicidad

e (GRAVY) (7) 
Potencial 

alergênico (8) 

Subunidade menor Curli CsgB 9 GSDLANTEY HLA-A*01:01 

HLA-A*30:02 0,12 0,58 Não tóxico -0,9 Não alergénico 

Proteína SfmF, supostamente responsável pela 

montagem das fímbrias 9 NPRPGRADA HLA-B*07:02 0,13 1,91 Não tóxico -1,78 Não alergénico 

Proteína de choque térmico HslJ 9 KLAEGELKV 
HLA-A*02:03 

HLA-A*02:01 

HLA-A*02:06 

HLA-A*32:01 
0,11 1,28 Não tóxico -0,18 Não alergénico 

9 QLQNHRFIL HLA-B*08:01 0,21 0,52 Não tóxico -0,37 Não alergénico 

Proteína MdtQ da membrana externa resistente a 

múltiplas drogas 

9 ELLARRPDL HLA-B*08:01 0,14 1,22 Não tóxico -0,49 Não alergénico 

9 SMSEVDAAR 
HLA-A*33:01 

HLA-A*68:01 

HLA-A*31:01 
0,16 0,6 Não tóxico -0,38 Não alergénico 

9 SVARLYWDW 
HLA-B*57:01 

HLA-A*32:01 

HLA-B*58:01 

HLA-B*53:01 
0,25 1,56 Não tóxico -0,23 Não alergénico 

Proteína da família KdgM, porina específica para 

oligogalacturonato 

9 ESNDSRTIY 

HLA-A*26:01 

HLA-A*01:01 

HLA-B*35:01 

HLA-A*30:02 

HLA-B*15:01 

HLA-B*53:01 

0,02 1,34 Não tóxico -1,57 Não alergénico 

9 HEDQISWRW 

HLA-B*44:02 

HLA-B*44:03 

HLA-B*53:01 

HLA-B*58:01 

HLA-B*40:01 

HLA-B*57:01 

0,08 2,24 Não tóxico -1,81 Não alergénico 

9 VAARYRYEY 

HLA-A*30:02 

HLA-B*35:01 

HLA-B*58:01 

HLA-B*57:01 

HLA-A*01:01 

HLA-A*32:01 

HLA-B*15:01 

HLA-B*53:01 

0,17 1,19 Não tóxico -0,96 Não alergénico 

Fímbria tipo 1, adesina específica para D-

manose FimH 

9 DSKLVFRLR 
HLA-A*33:01 

HLA-A*68:01 

HLA-A*31:01 
0,11 1,17 Não tóxico -0,29 Não alergénico 

9 ITTEIDSYK 

HLA-

A*11:01 

HLA-

A*68:01 

HLA-

A*03:01 

0,12 0,84 Não 

tóxico -0,6 Não alergénico 

Todos os dados foram analisados utilizando vários servidores: 1 = ProtParam; 2, 3 = Tepitool e NetCTLpan1.1; 4 

= IEDB server; 5 = VaxiJen v2.0; 6 = ToxinPred; 7 = ProtParam; 8 = AllerTop. 

4.4 PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DE MHC CLASSE II 

A análise de epítopos de MHC classe II a partir das 9 proteínas (Tabela 4) identificou 319 

epítopos de 15 resíduos com alta afinidade usando o servidor Tepitool. Desses epítopos 

identificados, 170 foram determinados como antigênicos usando o servidor VaxiJen v2.0 com 

um limiar de ≥0,5. Destes, 135 apresentaram valores GRAVY negativos com o servidor 

ProtParam, sendo, portanto, adequados para nossos propósitos. A subsequente avaliação de 
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toxicidade usando o servidor ToxinPred revelou que 131 desses epítopos hidrofílicos eram não 

tóxicos, confirmando sua segurança para análise posterior. 

A alergenicidade dos 131 epítopos não tóxicos foi novamente avaliada usando o servidor 

AllerTop, com 47 epítopos identificados como não alergênicos, satisfazendo assim critérios 

cruciais de segurança e compatibilidade. Esses 47 epítopos foram então analisados quanto à sua 

capacidade de induzir interferon-gama (IFN-γ), uma citocina chave para a modulação de 

respostas imunes. Usando o servidor IFNepitope2, 9 epítopos apresentaram um perfil indutor 

de IFN-γ (Tabela 6). Esses 9 epítopos foram selecionados para análises avançadas de docking 

molecular para avaliar suas interações potenciais com moléculas de MHC classe II. 

Tabela 6. Caracterização in silico de epítopos MHC-II para o desenvolvimento de vacinas: 

antigenicidade, GRAVY, toxicidade, alergenicidade e indução de IFN-γ. 

Proteína-alvo Comprimento 

(aa) (1) Sequência do epítopo (2) Cobertura de alelo HLA (3) 
Escore de 

antigenicidade 

(4) 

Hidrofobicidade 

(GRAVY) (5) Toxicidade (6) 
Potencial 

alergênico 
(7) 

Potencial de 

indução de 

IFN-γ (8) 

Chaperona de 

montagem Curli CsgC 
15 LSSQITFKTSQQGNM HLA-

DQA1*04:01/DQB1*04:02 0,83 -0,61 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

15 SSQITFKTSQQGNMT HLA-DRB1*08:02 0,95 -0,91 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 
Subunidade menor 

Curli CsgB 15 SQGGYGNTAKIIQQG HLA-DRB1*11:01 0,84 -0,77 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

Proteína de 

montagem/transporte 

da produção Curli 

CsgF 

15 AFMLNEAQAQNSYKD 

HLA-

DQA1*01:02/DQB1*06:02 

 

HLA-

DQA1*05:01/DQB1*03:01 

0,61 -0,87 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

15 NEAQAQNSYKDPSFK HLA-

DQA1*01:01/DQB1*05:01 1,06 -1,79 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

15 QLQLNVTDRKTGKTS HLA-DRB1*11:01 1,84 -1,19 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 
Proteína de choque 

térmico HslJ 15 AQSDISLTKNMTVSG HLA-DRB1*07:01 0,83 -0,16 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 
Porina específica para 

oligogalacturonato 

Proteína da família 

KdgM 
15 KLAYKWDKNWAPYV

E HLA-DRB3*02:02 0,53 -1,11 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

Fimbria tipo 1 

Adesina específica 

para D-manose FimH 
15 QVGIRAWPVSITGNK 

HLA-

DQA1*01:01/DQB1*05:01 

 

HLA-

DQA1*04:01/DQB1*04:02 

 

HLA-DRB1*15:01 

1,15 -0,07 Não tóxico Não 

alergénico Positivo 

Todos os dados foram analisados utilizando vários servidores: 1 = ProtParam; 2, 3 = Tepitool; 4 = VaxiJen v2.0; 

5 = ProtParam; 6 = ToxinPred; 7 = AllerTop; 8 = IFNepitope2.  

4.5 MODELAGEM DE PEPTÍDEOS E ANÁLISE DE DOCKING MOLECULAR 

A análise de docking molecular foi utilizada para identificar epítopos com alta promiscuidade 

de ligação a múltiplos alelos HLA, garantindo ampla cobertura populacional. As estruturas 

previstas foram submetidas a docking com 9 alelos de MHC classe I e 7 alelos de MHC classe 

II usando os servidores ClusPro 2.0 e Hawkdock para avaliar as interações de ligação. Os 

epítopos com os menores valores de MM/GBSA (-44,81 para MHC-I e -46,37 para MHC-II) e 
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de energia de ligação (-11,89 para MHC-I e -13,65 para MHC-II), indicando as interações de 

ligação mais fortes, foram selecionados para a formulação dos candidatos a vacinas (Tabela 7 

e Tabela 8). 
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Tabela 7. Análise de docking molecular das interações entre o epítopo MHC-I e o HLA: energia de ligação e compatibilidade estrutural. 

Epítopos/Alel

0s 

HLA-A0101 (PDB: 

6AT9) 

HLA-A0201 (PDB: 

3UTQ) 

HLA-B1501 (PDB: 

1XR8) 

HLA-B3501 (PDB: 

1ZSD) 

HLA-B3901 (PDB: 

4O2E) 

HLA-B5301 (PDB: 

1A1M) 

HLA-B5801 (PDB: 

5IM7) 

HLA-B4403 (PDB: 

1SYS) 

HLA-A2.1 (PDB: 

1I1Y) 
Média 

 
MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

MM/GBS

A 

Energia 

de 

ligação 

kcal/m

ol 

*DSKLVFRL

R 
-45,81 -11,00 -39,91 -11,80 -49,78 -9,60 -41,32 -10,70 -46,70 -11,80 -31,34 -10,60 -51,54 -11,40 -53,49 -12,90 -43,36 -11,20 -44,81 -11,22 

ELLARRPDL 
-26,29 -10,70 -25,85 -11,10 -37,04 -8,60 -30,36 -9,60 -22,95 -12,00 -25,31 -10,30 -31,75 -10,80 -26,45 -11,60 -41,85 -10,40 -29,76 -10,57 

*ESNDSRTIY 
-40,00 -11,70 -36,87 -11,80 -30,15 -10,90 -25,08 -10,80 -33,62 -11,80 -38,09 -10,50 -31,02 -11,70 -40,97 -12,40 -34,16 -11,20 -34,44 -11,42 

*GSDLANTE

Y 
-31,64 -8,10 -42,45 -9,90 -28,09 -7,60 -50,15 -7,70 -24,41 -10,40 -48,11 -7,70 -34,57 -9,70 -23,50 -11,50 -20,90 -9,80 -33,76 -9,16 

*HEDQISWR

W 
-37,50 -11,70 -44,20 -11,90 -36,17 -9,40 -31,07 -10,30 -28,18 -13,30 -26,85 -12,10 -31,48 -10,70 -39,98 -11,40 -30,96 -9,00 -34,04 -11,09 

ITTEIDSYK 
-22,70 -9,90 -15,16 -9,00 -25,66 -10,90 -28,73 -9,90 -26,45 -12,30 -22,85 -10,30 -25,69 -9,60 -32,18 -10,50 -24,22 -9,00 -24,85 -10,16 

KLAEGELKV 
-23,38 -9,60 -34,16 -9,10 -20,18 -10,90 -45,33 -9,10 -23,21 -10,10 -39,06 -10,70 -32,15 -9,80 -22,96 -10,70 -27,58 -9,40 -29,78 -9,93 

*NPRPGRAD

A 
-33,84 -10,40 -30,81 -12,00 -33,75 -9,90 -34,83 -10,30 -35,69 -10,40 -41,44 -10,50 -39,14 -11,20 -43,20 -11,80 -36,00 -9,50 -36,52 -10,67 

*QLQNHRFIL 
-33,08 -10,50 -23,87 -12,80 -27,49 -13,10 -28,72 -9,40 -32,42 -12,20 -41,10 -11,20 -38,17 -11,10 -33,48 -12,40 -34,70 -14,30 -32,56 -11,89 

SMSEVDAAR 
-31,91 -8,90 -31,47 -7,90 -26,68 -12,00 -26,23 -11,20 -36,22 -8,90 -32,41 -12,10 -40,78 -12,20 -22,13 -10,50 -23,85 -12,30 -30,19 -10,67 

SVARLYWD

W 
-26,20 -10,60 -34,49 -9,90 -24,10 -8,30 -27,49 -8,20 -32,90 -11,20 -32,77 -9,20 -33,92 -11,20 -30,53 -9,50 -33,59 -8,20 -30,67 -9,59 

*VAARYRYE

Y 
-37,02 -11,00 -42,49 -11,80 -39,46 -9,60 -43,33 -10,70 -45,37 -11,80 -39,15 -11,10 -32,78 -11,40 -31,89 -10,20 -29,38 -11,60 -37,87 -7,84 

* Epítopos selecionados para a construção da vacina. O servidor PEP-FOLD3 foi utilizado para gerar estruturas 3D. O servidor Hawkdock foi utilizado para docking e forneceu 

pontuações MM/GBSA, enquanto a energia de ligação foi obtida a partir do Prodigy. 
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Tabela 8. Análise de docking molecular das interações entre o epítopo MHC-II e o HLA: energia de ligação e compatibilidade estrutural. 

 

*  Epitopos selecionados para a construção da vacina. As estruturas 3D foram geradas utilizando o servidor PEP-FOLD3. O docking molecular foi realizada utilizando o servidor 

Hawkdock. Os resultados MM/GBSA e as energias de ligação foram obtidos a partir do Hawkdock e do Prodigy, respetivamente. 

Epítopos / Alelos 
HLA-DRB10101 

(PDB: 2FSE) 
HLA-DRB10301 

(PDB: 1A6A) 
HLA-DRB10401 

(PDB: 2SEB) 
HLA-DRB11501 

(PDB: 1BX2) 
HLA-DRB30101 

(PDB: 2Q6W) 
HLA-DRB30202 (PDB: 

3C5J) 
HLA-DRB5*0101 

(PDB: 1H15) 
Média 

 MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

MM/GBSA 

Energia de 

ligação 

kcal/mol 

AFMLNEAQAQNSYKD 
-37,36 -13,10 -22,41 -9,40 -15,45 -11,60 -40,82 -12,20 -39,90 -13,20 -30,17 -11,20 -30,16 -13,20 -30,90 -11,80 

*AQSDISLTKNMTVSG 
-25,99 -13,10 -35,83 -12,60 -33,82 -12,40 -34,22 -10,60 -26,79 -13,20 -48,11 -12,30 -39,78 -14,30 -34,93 -12,57 

*KLAYKWDKNWAPYVE 
-40,38 -10,10 -30,81 -10,00 -42,40 -9,60 -39,66 -12,10 -38,94 -13,80 -36,48 -11,80 -45,60 -11,90 -39,18 -11,53 

*LSSQITFKTSQQGNM 
-36,07 -12,10 -32,65 -13,30 -51,95 -13,30 -44,14 -12,40 -38,69 -13,60 -48,70 -12,70 -44,21 -16,60 -42,34 -13,65 

NEAQAQNSYKDPSFK 
-27,00 -11,80 -25,94 -9,40 -35,41 -9,00 -26,76 -10,10 -30,63 -11,30 -30,21 -9,20 -35,02 -14,10 -30,14 -10,52 

*QLQLNVTDRKTGKTS 
-46,39 -13,50 -38,54 -11,50 -38,12 -12,50 -46,82 -11,60 -48,35 -13,10 -45,49 -12,60 -47,58 -14,20 -44,47 -12,58 

*QVGIRAWPVSITGNK 
-44,93 -14,10 -40,89 -10,30 -43,56 -13,60 -46,45 -12,40 -38,14 -14,70 -47,37 -12,90 -63,27 -15,60 -46,37 -13,25 

*SQGGYGNTAKIIQQG 
-40,31 -12,80 -34,73 -10,20 -38,51 -10,40 -34,52 -11,80 -37,60 -12,40 -39,54 -10,70 -34,89 -13,10 -37,16 -11,43 

*SSQITFKTSQQGNMT 
-31,70 -12,50 -33,67 -12,90 -39,93 -13,20 -38,07 -11,60 -34,38 -13,10 -49,37 -11,80 -55,00 -14,80 -40,30 -12,90 
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4.6 PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DE CÉLULAS B 

No total, 26 epítopos lineares de células B, variando de 11 a 18 aminoácidos de comprimento, 

foram identificados nas 9 proteínas (Tabela 4). Desses, 15 epítopos foram considerados 

antigênicos e não tóxicos. Análises posteriores mostraram que 10 desses epítopos também eram 

não alergênicos e possuíam um escore GRAVY negativo. Esses 10 epítopos, derivados de 7 

proteínas diferentes, foram selecionados para estudos adicionais (Tabela 9). 

Tabela 9. Epitopos lineares de células B com propriedades antigénicas e de toxicidade, 

alergénicas e hidrofóbicas.  

Proteína alvo Sequência do epítopo (1) 
Compri

mento 

(aa) (2) 

Escore de 

antigenicidade 

(3) 
Toxicidad

e (4) Alergenicidade (5) Hidrofobicidade 

(GRAVY) (6) 

Proteína de choque térmico HslJ PGKASVQADQLQNH 14 0,8880 Não tóxico Não alergénico -1,13 

Proteína da membrana externa multirresistente MdtQ 
EVDAARAAFYP 11 0,7752 Não tóxico Não alergénico -0,02 

LTAKNQHQQQVEKDAAR 17 1,1507 Não tóxico Não alergénico -1,61 
Proteína putativa de montagem fimbrial SfmF KTDGSDSGLLALNDASTA 18 0,8524 Não tóxico Não alergénico -0,32 

Subunidade principal do curli CsgA HGHGQGGNGPNSTLNI 16 2,7205 Não tóxico Não alergénico -1,08 
Proteína de montagem/transporte da produção do curli 

CsgF TGKPGRMVTNDFIVDI 16 0,7441 Não tóxico Não alergénico -0,04 

Fímbria tipo 1 Adesina específica para D-manose FimH 
ATESGTPLTPNNLTSK 16 0,6860 Não tóxico Não alergénico -0,81 
QVGIRAWPVSITGNKP 16 1,1205 Não tóxico Não alergénico -0,16 
PKGTSGKSTMRSYVTD 16 1,2373 Não tóxico Não alergénico -1,12 

Subunidade menor do curli CsgB SVVSQDGVGNRARVDQ 16 1,6157 Não tóxico Não alergénico -0,64 
Todos os dados foram analisados utilizando vários servidores: 1 = servidores IEDB e ABCpred; 2 = ProtParam; 3 

= VaxiJen v2.0; 4 = ToxinPred; 5 = AllerTop; 6 = ProtParam. 

 

Figura 4. Previsão de epítopos lineares de células B utilizando a escala de antigenicidade IEDB 

Kolaskar e Tongaonkar. O potencial antigénico foi visualizado utilizando BepiPred (limiar 
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>0,5), com segmentos amarelos a indicar epítopos imunogénicos previstos e verdes a 

representar sequências não antigénicas. Estes incluem a proteína da família KdgM da porina 

específica do oligogalacturonato (A), a proteína de choque térmico HslJ (B), a proteína da 

membrana externa de resistência a múltiplas drogas MdtQ (C), a subunidade menor Curli CsgB 

(D), a proteína de montagem fimbrial putativa SfmF (E), a subunidade principal Curli CsgA 

(F), a proteína de montagem/transporte Curli CsgF (G), a chaperona de montagem Curli CsgC 

(H) e a adesina específica para D-manose da fimbria tipo 1 FimH (I). 

4.7 CONSTRUÇÃO DA VACINA MULTIEPÍTOPO E ANÁLISE FÍSICO QUÍMICA 

Os epítopos triados mencionados acima foram combinados para criar quatro candidatos a 

vacinas (VEC1-4). Esses epítopos foram montados utilizando a sequência PADRE com vários 

linkers e adjuvantes. As construções das vacinas apresentaram tamanho e peso consistentes 

(60,34 a 98,51 kDa) com pontos isoelétricos teórios entre 9,42 e 9,69, indicando que carregam 

uma carga negativa em níveis de pH acima de seu ponto isoelétrico e uma carga positiva abaixo 

dele. Além disso, os valores do índice de instabilidade das construções variaram de 20,10 a 

28,88, indicando que as construções eram estáveis em uma ampla gama de condições. A 

estabilidade foi, também, demonstrada em temperaturas variáveis, com os valores do índice 

alifático obtidos variando de 67,09 a 71,88. Adicionalmente, todos as quatro construções 

mostraram-se não alergênicas, antigênicas e com valores GRAVY negativos, indicando 

solubilidade e capacidade de interagir eficientemente com o sistema imunológico. A 

solubilidade foi confirmada com o servidor SOLpro, que mostrou o menor escore de 

solubilidade em 0,718520 e o maior em 0,927365, sugerindo uma alta probabilidade de serem 

solúveis quando expressos em E. coli (Tabela 10). 
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Tabela 10. Construções de vacinas multi-epítopos contra E. cloacae: propriedade biofísicas e imunológicas. 

Nome da 

vacina/adjuvante 
Sequência 

Escore de 

antigenicidade 

(1) 

Alergenicidade 
(2) 

Comprimento 

(aa) (3) 

Peso 

molecular 

kDa (3) 

pI 

(3) 

Índice de 

instabilidad

e (3) 

Índice 

alifático 
(3) 

Hidrofobicidade 

(GRAVY) (3) 

Escore de 

solubilidade 

(SOLpro) (4) 

VEC1/(proteína 

ribossómica 50s 

L7/L12) 

EAAAKMAKLSTDELLDAFKEMTLLELSDFVKKFEETFEVTAAAPVAVAAAGAAPAGAAVEAAEEQSEFDVILEAAGDKKIGVIK

VVREIVSGLGLKEAKDLVDGAPKPLLEKVAKEAADEAKAKLEAAGATVTVKEAAAKAKFVAAWTLKAAAAAYDSKLVFRLRAA

YESNDSRTIYAAYGSDLANTEYAAYHEDQISWRWAAYNPRPGRADAAAYQLQNHRFILAAYVAARYRYEYGPGPGAQSDISLT

KNMTVSGGPGPGKLAYKWDKNWAPYVEGPGPGLSSQITFKTSQQGNMGPGPGQLQLNVTDRKTGKTSGPGPGQVGIRAWPVSI

TGNKGPGPGSQGGYGNTAKIIQQGGPGPGSSQITFKTSQQGNMTKKPGKASVQADQLQNHKKEVDAARAAFYPKKLTAKNQHQ

QQVEKDAARKKKTDGSDSGLLALNDASTAKKHGHGQGGNGPNSTLNIKKTGKPGRMVTNDFIVDIKKATESGTPLTPNNLTSKK

KQVGIRAWPVSITGNKPKKPKGTSGKSTMRSYVTDKKSVVSQDGVGNRARVDQAAYAKFVAAWTLKAAAAAY 

0,9062 Não alergênico 572 60,34 9,66 20,10 68,76 -0,52 0,883904 

VEC2/ (HBHA) 

EAAAKMAENPNIDDLPAPLLAALGAADLALATVNDLIANLRERAEETRAETRTRVEERRARLTKFQEDLPEQFIELRDKFTTEELR

KAAEGYLEAATNRYNELVERGEAALQRLRSQTAFEDASARAEGYVDQAVELTQEALGTVASQTRAVGERAAKLVGIELEAAAK

AKFVAAWTLKAAAAAYDSKLVFRLRAAYESNDSRTIYAAYGSDLANTEYAAYHEDQISWRWAAYNPRPGRADAAAYQLQNHRFI

LAAYVAARYRYEYGPGPGAQSDISLTKNMTVSGGPGPGKLAYKWDKNWAPYVEGPGPGLSSQITFKTSQQGNMGPGPGQLQLN

VTDRKTGKTSGPGPGQVGIRAWPVSITGNKGPGPGSQGGYGNTAKIIQQGGPGPGSSQITFKTSQQGNMTKKPGKASVQADQLQN

HKKEVDAARAAFYPKKLTAKNQHQQQVEKDAARKKKTDGSDSGLLALNDASTAKKHGHGQGGNGPNSTLNIKKTGKPGRMVT

NDFIVDIKKATESGTPLTPNNLTSKKKQVGIRAWPVSITGNKPKKPKGTSGKSTMRSYVTDKKSVVSQDGVGNRARVDQAAYAK

FVAAWTLKAAAAAY 

0,9303 Não alergênico 601 64,53 9,69 26,39 67,09 -0,66 0,894815 

VEC3/ (Sequência 

conservada HBHA) 

EAAAKMAENSNIDDIKAPLLAALGAADLALATVNELITNLRERAEETRRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELREKFTAEELRKAA

EGYLEAATSELVERGEAALERLRSQQSFEEVSARAEGYVDQAVELTQEALGTVASQVEGRAAKLVGIELEAAAKAKFVAAWTLKA

AAAAYDSKLVFRLRAAYESNDSRTIYAAYGSDLANTEYAAYHEDQISWRWAAYNPRPGRADAAAYQLQNHRFILAAYVAARYR

YEYGPGPGAQSDISLTKNMTVSGGPGPGKLAYKWDKNWAPYVEGPGPGLSSQITFKTSQQGNMGPGPGQLQLNVTDRKTGKTS

GPGPGQVGIRAWPVSITGNKGPGPGSQGGYGNTAKIIQQGGPGPGSSQITFKTSQQGNMTKKPGKASVQADQLQNHKKEVDAAR

AAFYPKKLTAKNQHQQQVEKDAARKKKTDGSDSGLLALNDASTAKKHGHGQGGNGPNSTLNIKKTGKPGRMVTNDFIVDIKKA

TESGTPLTPNNLTSKKKQVGIRAWPVSITGNKPKKPKGTSGKSTMRSYVTDKKSVVSQDGVGNRARVDQAAYAKFVAAWTLKAA

AAAY 

0,9366 Não alergênico 592 63,41 9,64 28,88 68,58 -0,65 0,927365 

VEC4/(flagelina 

FliC) 

EAAAKMAQVINTNSLSLLTQNNLNKSQSALGTAIERLSSGLRINSAKDDAAGQAIANRFTANIKGLTQASRNANDGISIAQTTEGA

LNEINNNLQRVRELAVQSANSTNSQSDLDSIQAEITQRLNEIDRVSGQTQFNGVKVLAQDNTLTIQVGANDGETIDIDLKQINSQTL

GLDTLNVQQKYKVSDTAATVTGYADTTIALDNSTFKASATGLGGTDQKIDGDLKFDDTTGKYYAKVTVTGGTGKDGYYEVSVD

KTNGEVTLAGGATSPLTGGLPATATEDVKNVQVANADLTEAKAALTAAGVTGTASVVKMSYTDNNGKTIDGGLAVKVGDDYY

SATQNKDGSISINTTKYTADDGTSKTALNKLGGADGKTEVVSIGGKTYAASKAEGHNFKAQPDLAEAAATTTENPLQKIDAALA

QVDTLRSDLGAVQNRFNSAITNLGNTVNNLTSARSRIEDSDYATEVSNMSRAQILQQAGTSVLAQANQVPQNVLSLLREAAAKA

KFVAAWTLKAAAAAYDSKLVFRLRAAYESNDSRTIYAAYGSDLANTEYAAYHEDQISWRWAAYNPRPGRADAAAYQLQNHRFIL

AAYVAARYRYEYGPGPGAQSDISLTKNMTVSGGPGPGKLAYKWDKNWAPYVEGPGPGLSSQITFKTSQQGNMGPGPGQLQLNV

TDRKTGKTSGPGPGQVGIRAWPVSITGNKGPGPGSQGGYGNTAKIIQQGGPGPGSSQITFKTSQQGNMTKKPGKASVQADQLQNH

KKEVDAARAAFYPKKLTAKNQHQQQVEKDAARKKKTDGSDSGLLALNDASTAKKHGHGQGGNGPNSTLNIKKTGKPGRMVTN

DFIVDIKKATESGTPLTPNNLTSKKKQVGIRAWPVSITGNKPKKPKGTSGKSTMRSYVTDKKSVVSQDGVGNRARVDQAAYAKFV

AAWTLKAAAAAY 

0,9330 Não alergênico 937 98,51 9,42 22,70 71,88 -0,55 0,718520 

VEC: Vacina contra Enterobacter cloacae. As sequências em negrito representam as sequências de ligação (EAAAK e AAY). As regiões em itálico representam sequências PADRE 

(AKFVAAWTLKAAA). 1: VaxiJen v2.0; 2: AllerTOP v2.0; 3: ProtParam Expasy; 4: SOLPro. Ponto isoelétrico (pI).
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4.8 ANÁLISE DE CLIVAGEM DE PEPTÍDEOS E AVALIAÇÃO DE COBERTURA 

POPULACIONAL 

A eficácia potencial de nossos candidatos a vacinas foi avaliada através da análise da atividade 

peptidase proteassomal e específica de catepsina, com análise de clivagem de peptídeos usando 

NetChop3.1 e ProsperousPlus. Esta análise revelou 16 sítios de clivagem proteassomal dentro 

dos clusters de epítopos de MHC classe I, com muitos desses sítios posicionados próximos ao 

linker "AAY" utilizado. Adicionalmente, identificamos diversos sítios de clivagem para várias 

catepsinas, incluindo dez para catepsina G, sete para catepsina K, três para catepsina E, quatro 

para catepsina D, 12 para catepsina S e 12 para catepsina B. Todos esses sítios de clivagem 

tiveram um escore maior que 0,8 e estavam situados dentro dos clusters de epítopos de MHC 

classe II. Esses achados sugerem que a construção de vacina de multi-epítopos está bem 

posicionado para o processamento e apresentação eficazes via moléculas de MHC classe I e 

MHC classe II, garantindo uma ampla resposta imune. 

As moléculas de MHC são altamente polimórficas, com mais de 7000 alelos HLA humanos 

distintos identificados, cada um exibindo frequências variáveis em diversos grupos étnicos e 

regiões geográficas. Portanto, utilizamos a ferramenta de cobertura populacional do IEDB para 

garantir que nossos candidatos a vacinas tenham a capacidade de serem reconhecidos por 

indivíduos de diferentes populações. A análise revelou que os clusters de epítopos de MHC I e 

MHC II, incluídos em nossas construções de vacinas, podem cobrir aproximadamente 92,60% 

da população global. Especificamente, a cobertura foi maior nas Índias Ocidentais (96,53%) e 

Europa (96,21%), enquanto foi mais baixa na África do Sul (68,38%) e América Central 

(65,45%). 
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Figura 5. Processamento de epítopos para as vacinas candidatas. (A) Epítopos MHC-I: locais 

de clivagem proteossómica previstos em vermelho na sequência de aminoácidos. (B) 

Libertação de epítopos MHC-II por catepsinas com número de locais de clivagem para cada 

protease. 

 

Figura 6. Análise da cobertura populacional global e regional do cluster de epítopos MHC-I/II 

selecionado. 

4.9 PREDIÇÃO, REFINAMENTO E VALIDAÇÃO DA ESTRUTURA 3D PARA OS 

CANDIDATOS A VACINA DE E. CLOACAE 

A estrutura 3D de cada candidato vacinal foi determinada através de análise de threading 

usando o servidor web I-TASSER. Cada sequência gerou cinco modelos 3D previstos, sendo o 

primeiro modelo selecionado para investigação posterior com base nos valores C-score de -

1,05, -1,01, -1,07 e -1,46 para VEC1 a 4, respectivamente. A similaridade estrutural entre 

nossos modelos proteicos foi analisada usando I-TASSER, que calculou o desvio padrão 

quadrático médio (RMSD) das posições atômicas e forneceu um escore de modelagem por 

template (TM-score). Os TM-scores para os modelos vacinais variaram de 0,53±0,15 a 

0,61±0,46, enquanto os valores de RMSD variaram entre 0,59±0,14 e 12,3±4,3. 

Os modelos 3D derivados de cada construção foram posteriormente otimizados utilizando o 

servidor GalaxyRefine. O processo de refinamento produziu cinco modelos para cada 
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constructo vacinal, sendo o primeiro modelo refinado de cada construção, identificado como o 

mais adequado e selecionado para analise. Esses modelos refinados foram avaliados quanto à 

integridade estrutural por meio de várias ferramentas de validação, incluindo ERRAT, gráfico 

de Ramachandran do PROCHECK e servidores web ProSA. O ERRAT apresenta 

especificamente um escore de qualidade estrutural geral. Antes do refinamento, os escores 

variaram entre 89,27 (VEC3) e 80,80 (VEC1), com VEC2 e VEC4 tendo escores de 85,96 e 

83,75, respectivamente. No entanto, após o refinamento, os escores de qualidade para VEC1-4 

foram 79,32, 80,32, 84,64 e 82,03, respectivamente. A análise do gráfico de Ramachandran 

mostrou melhorias significativas na distribuição de resíduos dentro das regiões permitidas. Nos 

modelos refinados, 83,00%, 83,20%, 84,30% e 83,30% dos resíduos em VEC1, VEC2, VEC3 

e VEC4 estavam nas regiões permitidas, todos mostrando melhora em relação aos originais. O 

refinamento também reduziu pela metade a porcentagem de resíduos situados em regiões 

proibidas para todos os constructos. Os escores-Z previstos pelo ProSa-Web para os quatro 

modelos vacinais refinados VEC1, VEC2, VEC3 e VEC4 foram -4,66, -4,52, -4,04 e -4,09, 

respectivamente. Embora o escore-Z tenha se desviado ligeiramente da faixa típica observada 

para proteínas naturais de tamanho comparável, a análise ERRAT produziu um escore (79 a 84) 

acima de 50, indicando que os modelos são de alta qualidade (WIEDERSTEIN & SIPPL, 2007). 

Adicionalmente, a análise do gráfico de Ramachandran demonstrou que mais de 80% dos 

resíduos foram classificados na região favorecida, validando a precisão da estrutura terciária 

das vacinas. Os modelos 3D de todas as vacinas são mostrados na Figura 7. 
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Figura 7. Modelagem computacional e refinamento estrutural das vacinas candidatas contra E. 

cloacae. (A) Avaliação da qualidade de quatro construções de vacinas (VEC1-4) usando 

métricas derivadas do I-TASSER (C-Score, TM-Score e RMSD). (B) Validação do 

GalaxyRefine antes (esquerda) e após (direita) o refinamento: destacando o fator de qualidade 

geral, a percentagem de resíduos nas regiões mais favoráveis e as regiões não permitidas. (C) 

Estruturas 3D finais coloridas por elementos secundários, com α-hélice em ciano, β-barril em 

magenta e loops/coil em rosa claro. Os modelos individuais são os seguintes: VEC1 (a), VEC2 

(b), VEC3 (c) e VEC4 (d).  
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Figura 8. Validação estrutural das construções da vacina. (A-D) Gráficos de Ramachandran 

para modelos refinados VEC1-4 mostrando a distribuição de resíduos: regiões mais favorecidas 

(vermelho), regiões permitidas (amarelo) e regiões não permitidas (branco). (E-H) Pontuações 

Z do ProSA-web (pontos pretos) para cada construção. 

4.10 ANÁLISE DE DOCKING MOLECULAR DOS CANDIDATOS A VACINA COM 

RECEPTORES TOLL-LIKE 

A análise de docking proteína-proteína foi realizada para avaliar o potencial de interação de 

VEC1, VEC2, VEC3 e VEC4 contra o complexo TLR4-MD2 humano (PDB:3FXI), o 

heterodímero TLR1-TLR2 (PDB:2Z7X) e contra o TLR5 (PDB:3J0A). A VEC1 demonstrou a 

maior energia de ligação média (-24,07 kcal/mol) e valor de docking (-322,21) com a constante 

de dissociação (Kd) mais favorável a 37°C, tornando-a o candidato vacinal mais promissor 

contra E. cloacae (Tabela 11). 

As representações superficiais dos complexos VEC1-TLR1/2, VEC1-TLR4 e VEC1-TLR5 são 

mostradas nas Figuras 9A, 10A e 11A, respectivamente. Para cada complexo, as interações 

residuais entre VEC1 e os TLRs foram analisadas examinando-se os contatos polares (Figuras 

9B, 10B e 11B) e os clashes eletrostáticos (Figuras 9C, 10C e 11C) usando o PyMol. Os TLRs 

são mostrados em verde, enquanto a VEC1 é representada em azul claro. Em todos os 

complexos VEC1-TLR, múltiplos resíduos estão envolvidos em interações polares e clashes 

eletrostáticos. No entanto, não foram observadas diferenças significativas no número de clashes 
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eletrostáticos entre os complexos. Um total de 15 resíduos da cadeia A do TLR1/2 e 11 resíduos 

da cadeia B do TLR1/2 se envolvem em interações polares com 26 resíduos da VEC1 (Figura 

9B). Notavelmente, o complexo VEC1-TLR1/2 exibiu um número maior de interações polares 

em comparação com os outros complexos (Figuras 9B, 10B e 11B), indicando que a ligação 

de hidrogênio é um fator chave na determinação da afinidade e estabilidade do complexo. 

Tabela 11. Análise comparativa de docking de vacinas candidatas com receptores Toll-like: 

energia de docking e estabilidade de interação. 

 

 

 

 

Receptor 

Toll-like 
TLR1/2 TLR4 TLR5  Média 

Candidato a 

vacina 

Valor de 

Docking  

Pontuação 

de 

confiança 

  Energia de 

ligação 

(kcal/mol) 

Kd (M) 

a 37℃ 

Valor de 

Docking  

Pontua

ção de 

confian

ça 

  Energia 

de ligação 

(kcal/mol) 

Kd (M) 

a 37℃ 

Valor de 

Docking  

Pontuação 

de 

confiança 

  Energia 

de ligação 

(kcal/mol) 

Kd (M) 

a 37℃ 

Valor de 

Docking  

Pontuação 

de 

confiança 

Energia de 

ligação 

(kcal/mol) 

VEC1 -311,51 0,96 -25,00 2,5e-18 -301,26 0,95 -22,60 1,2e-16 -353,87 0,98 -24,60 4,3e-18 -322,21 -24,07 4,23e-17 

VEC2 -320,83 0,97 -24,80 3,5e-18 -282,41 0,93 -21,60 6,0e-16 -344,44 0,98 -24,50 5,2e-18 -315,89 -23,63 2,03e-16 

VEC3 -283,19 0,93 -23,70 1,8e-17 -328,35 0,97 -19,60 1,6e-14 -299,81 0,95 -20,60 3,0e-15 -303,14 -21,30 6,34e-15 

VEC4 -276,66 0,93 -17,90 2,3e-13 -280,86 0,93 -20,20 5,6e-15 -309,49 0,96 -17,70 3,4e-13 -289,00 -18,60 1,92e-13 
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Figura 9. Interações moleculares entre a VEC1 e o heterodímero TLR1/2 (A) Estrutura 3D 

geral do complexo VEC1-TLR1/2, com VEC1 representado em azul claro e TLR1/2 em verde. 

(B) Vista aproximada dos contactos polares na interface de ligação, com os resíduos em 

interação representados como modelos de bastões e rotulados. (C) Interações eletrostáticas 

detalhadas entre VEC1 e TLR1/2, destacando a complementaridade de carga com resíduos em 

clash mostrados como bastões rotulados. 

Figura 10. Interações moleculares entre a VEC1 e o TLR4(A) Estrutura 3D geral do complexo 

VEC1-TLR1/2, com VEC1 representado em azul claro e TLR1/2 em verde. (B) Vista 

aproximada dos contactos polares na interface de ligação, com os resíduos em interação 

representados como modelos de bastões e rotulados. (C) Interações eletrostáticas detalhadas 

entre VEC1 e TLR4, destacando a complementaridade de carga com resíduos em clash 

mostrados como bastões rotulados. 
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Figura 11. Interações moleculares entre a VEC1 e o TLR5(A) Estrutura 3D geral do complexo 

VEC1-TLR1/2, com VEC1 representado em azul claro e TLR1/2 em verde. (B) Vista 

aproximada dos contactos polares na interface de ligação, com os resíduos em interação 

representados como modelos de bastões e rotulados. (C) Interações eletrostáticas detalhadas 

entre VEC1 e TLR5, destacando a complementaridade de carga com resíduos em clash 

mostrados como bastões rotulados. 

4.11 SIMULAÇÕES DE DINÂMICA MOLECULAR  

Simulações de dinâmica molecular, acopladas à análise de modo normal (NMA), foram 

realizadas no complexo VEC1 e TLR1/2 dimerizado, que demonstrou ligação efetiva com o 

complexo TLR (Figura 9A). Os valores do fator B (B-factor) da simulação indicaram as 

flutuações do desvio padrão quadrático médio (RMS) das posições atômicas e, portanto, as 

regiões de alta e baixa flexibilidade dentro do complexo VEC1-TLR1/2 (Fig. 12B e C). O alto 

nível de flexibilidade dentro do candidato a vacina provavelmente contribui para a ligação 

eficiente do constructo ao complexo TLR. 

O gráfico de eigenvalue (Fig. 12D) reflete a rigidez relativa dos modos no complexo, onde o 

eigenvalue de 5,3374447e⁰⁶ indica a estabilidade estrutural do complexo encaixado. Além 

disso, a distribuição de variância destaca a estabilidade geral e a flexibilidade do complexo 
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(Figura 12D, roxo - individual, verde - cumulativa). Nossa matriz de covariância dos 

movimentos atômicos e o modelo de rede elástica (Figuras 12F e 12G, respectivamente) 

também mostram áreas de rigidez e flexibilidade, o que apoia ainda mais a estabilidade 

estrutural e a flexibilidade da VEC1. No geral, a VEC1 exibe uma interação adequada com o 

complexo TLR1-TLR2, com propriedades dinâmicas favoráveis, aumentando assim sua 

adequação como candidato vacinal direcionado a TLR. 

 

Figura 12. Análise de Modos Normais da dinâmica do complexo VEC1-TLR1/2. (A) Perfil de 

mobilidade do complexo via NMA. (B) Gráfico de deformabilidade destacando a flexibilidade 

de resíduos específicos ao longo da estrutura molecular. (C) Comparação dos fatores-B entre 

os dados da NMA (vermelho) e do Protein Data Bank - PDB (cinza), validando a dinâmica do 

modelo. (D) Espectro de eigenvalue mostrando o primeiro modo (menor frequência) 

governando os movimentos globais. (E) Distribuição da variância nos primeiros 20 modos 

normais, com contribuições individuais (roxo) e cumulativas (verde). (F) Matriz de covariância 

dos movimentos atômicos: correlacionados (vermelho), não correlacionados (branco) e 

anticorrelacionados (azul). (G) Modelo de rede elástica representando o acoplamento mecânico 

por meio de molas interatômicas. 

4.12 PREDIÇÃO DA ESTRUTURA SECUNDÁRIA E ACESSIBILIDADE SUPERFICIAL 

DA VEC1 

A análise da estrutura secundária de nossa vacina VEC1 revelou que uma parte significativa de 

sua estrutura consistia em regiões coil (desordenadas), representando 56,29% do total (Figura 

13A). Adicionalmente, 34,09% e 9,62% da VEC1 eram compostos por domínios α-hélice e β-
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barril, respectivamente (Fig. 13A). A análise de acessibilidade ao solvente mostrou que um 

número substancial de resíduos (66,67%) no cluster de epítopos MHC-I estava exposto ao 

solvente, enquanto 33,33% permaneciam enterrados dentro da estrutura. Da mesma forma, o 

cluster de epítopos MHC-II tinha 80% dos resíduos expostos, com os 20% restantes enterrados. 

Além disso, para os epítopos de células B, 85,22% dos resíduos estavam expostos, restando 

14,77% enterrados (Figura 13B). Esses achados fornecem insights valiosos sobre as 

propriedades estruturais e a imunogenicidade potencial da vacina VEC1, indicando que sua 

acessibilidade superficial está otimizada para induzir uma resposta imune efetiva. 

 

Figura 13. Características estruturais e imunogénicas do VEC1. (A) Mapeamento da estrutura 

secundária com α-hélices (laranja), β-barril (roxo) e coil (rosa). A acessibilidade da superfície 

dos resíduos de aminoácidos codificada (vermelho indicando resíduos expostos e azul 

indicando resíduos enterrados). Além disso, a linha cinzenta representa a probabilidade de 

desordem, onde a espessura corresponde à probabilidade de desordem nas regiões da coil. (B) 

Distribuição do epítopo mostrando células B, MHC I e MHC II com o número respectivo e a 

percentagem de resíduos expostos e enterrados. 

4.13 EPÍTOPOS DESCONTÍNUOS DE CÉLULAS B 

A ferramenta online ElliPro no servidor IEDB identificou seis epítopos descontínuos de células 

B, com escores variando de 0,729 a 0,894. Os resíduos de aminoácidos que formam esses 

epítopos descontínuos, incluindo o número de resíduos e seus escores respectivos, foram 

detalhados na Figura 14A. O epítopo descontínuo de célula B previsto mais curto continha 11 
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resíduos, enquanto o mais longo continha 60 resíduos. As representações estruturais 3D desses 

epítopos são destacadas em amarelo na Figura 14B. 

 

Figura 14. Previsão estrutural de epítopos conformacionais de células B. (A) Resíduos de 

epítopos tabulados com numeração de posição e pontuações de confiança da previsão. (B) 

Mapeamento estrutural 3D de seis epítopos dominantes (a-f), com regiões antigénicas previstas 

destacadas a amarelo em relação à estrutura completa da proteína (branco). 

4.14 SIMULAÇÕES DE RESPOSTAS IMUNES PARA AVALIAR A EFICÁCIA DA 

VACINA 

Por meio de simulações imunológicas, prevemos a exposição sistêmica de antígenos dentro do 

tecido linfoide ao longo do esquema de vacinação de três doses da VEC1. A vacina foi injetada 

inicialmente no tempo zero, seguida por duas doses de reforço aos 30 e 60 dias após a injeção 

inicial. A resposta imune primária foi caracterizada por níveis elevados de IgM, indicando 

ativação imune inicial. As respostas secundária e terciária demonstraram uma reação mais forte, 

evidenciada por níveis significativamente aumentados de IgM + IgG, IgG1 + IgG2 e anticorpos 

IgG1, juntamente com um declínio mais rápido na concentração de antígeno (Figura 15A). 

Observou-se uma elevada ativação de células B, particularmente com o aumento dos níveis de 

células B (y2) e IgM, acompanhada por um proeminente desenvolvimento de células de 
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memória (Figura 15B). As populações expandidas de células T auxiliares (helper) e células T 

citotóxicas apoiaram o estabelecimento de memória imunológica, sugerindo o potencial da 

vacina para induzir imunidade de longa duração (Figura 15C, D). Níveis significativos de 

células T reguladoras (células Treg) foram observados após a exposição à VEC1, mas esses 

níveis subsequentemente diminuíram após alguns dias de exposição ao antígeno (Figura 15E). 

Além disso, a vacina VEC1 mostrou induzir a produção de citocinas-chave, incluindo IFN-γ e 

IL-2 (Figura 15F). 

 

Figura 15. Perfil da resposta imune in silico da vacinação com VEC1. (A) Produção de 

imunoglobulina específica do antígeno após três doses (intervalos de 30 dias), com subclasses 

codificadas por cores (IgM+IgG: amarelo; IgM: verde; IgG1+IgG2: azul; IgG1: roxo e IgG2: 

vermelho). (B) Dinâmica das populações de células B. (C) Populações de células T auxiliares. 

(D) Subconjuntos de células T citotóxicas (CD8+): ativas (em proliferação), em repouso e 

anérgicas (tolerantes). (E) Compartimentos de células T reguladoras (Treg) mostrando 

diferenciação de memória/efectora. (F) Níveis de citocinas. O gráfico principal exibe os níveis 

gerais de citocinas, enquanto a inserção mostra os níveis de IL-2 e o índice de Simpson (D), 

que mede a diversidade clonotípica das células T. Um índice de Simpson mais alto indica maior 

diversidade. 
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4.15 AVALIAÇÃO DE SIMILARIDADE COM PROTEÍNAS HUMANAS E RISCO DE 

AUTOIMUNIDADE 

Uma busca por BLASTp foi conduzida usando a construção da vacina contra o proteoma 

humano. A análise não retornou correspondências significativas, indicando que o candidao a 

vacina desenvolvido não compartilha homologia detectável com nenhuma proteína humana 

conhecida. Este achado sugere que a vacina provavelmente não desencadeará nenhuma resposta 

imune indesejada devido ao mimetismo molecular, apoiando seu potencial para aplicação 

clínica segura. 

4.16 ADAPTAÇÃO DE CÓDONS DO CANDIDATO A VACINA VEC1 

Os códons da construção VEC1 foram otimizados com base no viés de uso de códons de E. coli 

K12, usando o servidor web Benchling. A inserção final teve um comprimento de 1.731 pares 

de bases, um conteúdo de GC de 54% e um Índice de Adaptação de Códons (CAI) de 0,82. 

Esses parâmetros indicaram uma alta probabilidade de expressão vacinal eficiente na E. coli 

K12. A sequência otimizada foi clonada entre os sítios de restrição Ndel e Xhol no vetor de 

expressão pET-28a, resultando em uma sequência com um comprimento total de 7.015 pares 

de bases (Figura 16). 

 

Figura 16. Design computacional da construção da vacina multi-epítopo para expressão 

bacteriana. Representação esquemática da sequência da vacina (verde claro) clonada no vetor 
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pET28a (+) utilizando sítios de restrição. O cassete de expressão inclui: His6-Tag N-terminal e 

sítio de clivagem da trombina. 

5. DISCUSSÃO 

A resistência antimicrobiana é reconhecida como um dos desafios de saúde pública mais 

críticos do mundo (MOODLEY et al., 2022; MICOLI et al., 2021; YOUSAFI et al., 2021). As 

vacinas representam uma abordagem preventiva promissora, pois possuem potencial 

significativo para reduzir a disseminação de bactérias altamente patogênicas e minimizar a 

dependência de antibióticos, que são a causa primária da resistência antimicrobiana 

(CHATTERJEE et al., 2021; DALSASS et al., 2019; FRUTOS-GRILO et al., 2023). Neste 

contexto, construimos uma vacina multi-epítopos direcionada a cepas de Enterobacter cloacae, 

um patógeno oportunista que comumente causa infecções nosocomiais (FRUTOS-GRILO et 

al., 20232). 

O desenvolvimento de um candidato a vacina requer a análise das sequências de proteínas do 

core que são conservadas em todos os proteomas, uma vez que estas representam alvos 

promissores para a criação de candidatos antigênicos de amplo espectro (ISLAM et al., 2022; 

ZHANG et al., 2022). Realizamos uma análise subtrativa de vinte e um proteomas de E. cloacae 

e, a partir do proteoma core conservado resultante, identificamos nove proteínas que exibiam 

perfis indicativos de essencialidade, virulência e resistência. Essas proteínas foram 

determinadas como não homólogas a proteínas de humanos e da microbiota intestinal, 

antigênicas, e possuiam domínios extracelulares ou localização na membrana externa. As 

proteínas essenciais desempenham um papel crítico no suporte ao crescimento, sobrevivência 

e reprodução do patógeno dentro de seu hospedeiro, além de realizar capacidades funcionais 

essenciais, o que significa que esses genes não podem ser facilmente descartados (DEY et al., 

2022; ZHANG et al., 2022). Além das proteínas essenciais, os fatores de virulência de 

superfície ou secretados são de interesse particular para a construção de vacinas, dada sua 

capacidade de interagir com o sistema imunológico do hospedeiro e induzir uma resposta imune 

(DEY et al., 2022; SANCHES et al., 2021). As propriedades antigênicas da proteína permitem 

que ela seja reconhecida pelo sistema imunológico, induzindo uma resposta imune protetora no 

hospedeiro (ARYA & BHATT et al., 2021). Além disso, a triagem de proteínas que não 

homólogas à microbiota intestinal humana e ao próprio hospedeiro pode conferir especificidade 
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ao patógeno. Isso reduz a chance de induzir uma resposta autoimune no hospedeiro, protegendo 

simultaneamente o ambiente simbiótico da flora intestinal (AGUTTU et al., 2021). 

Dentre as nove proteínas selecionadas, quatro eram proteínas Curli: a subunidade principal de 

Curli CsgA, a subunidade menor de Curli CsgB, a chaperona de montagem de Curli CsgC e a 

proteína de montagem/transporte de Curli CsgF. As Curli são nanofibras amiloides constituídos 

por proteínas, que representam o principal componente da matriz extracelular de biofilmes em 

bactérias Gram-negativas, desempenhando papel fundamental na adesão às superfícies e na 

invasão de tecidos (SLEUTEL et al., 2023, DYER et al., 2007). Cinco outras proteínas foram 

identificadas e atenderam aos nossos critérios. SfmF é uma proteína fimbrial putativa 

encontrada na E. coli K-12 e pode permitir a adesão a várias superfícies em nichos ambientais 

específicos (KOREA et al., 2010). FimH é uma adesina fimbrial que atua como um fator de 

virulência em infecções do trato urinário causadas por E. coli, promovendo a ligação a 

glicoproteínas manosiladas no revestimento epitelial da bexiga (KRAMMER et al., 2023). 

Notavelmente, a FimH é um candidato a vacina particularmente promissor, pois já progrediu 

para ensaios clínicos de fase II para a prevenção de infecções urinárias recorrentes, utilizando 

um agonista de TLR4 como adjuvante (ELDRIDGE et al., 2021). A proteína de choque térmico 

(HslJ), uma proteína putativa de membrana externa, foi encontrada conferindo resistência à 

novobiocina em E. coli e está envolvida diversas vias regulatórias essenciais para funções 

celulares em temperaturas padrão de crescimento (HARCUM & HADDADIN, 2006, LILIC et 

al., 2003). A proteína MdtQ, já encontrada nas vesículas de membrana externa de Klebsiella 

pneumoniae resistente a carbapenêmicos, desempenha um papel na resistência de múltiplas 

drogas (FAN et al., 2023). Finalmente, KdgM, uma proteína pertencente à família de porinas 

específicas para oligogalacturonato, foi identificada tendo um papel na captação celular de 

oligossacarídeos ácidos (HUTTER et al., 2014). 

Apesar de sua significância médica, existem poucos estudos que aplicam a vacinologia reversa 

e a genômica subtrativa na busca por alvos de vacinas contra E. cloacae. No entanto, alguns 

estudos fizeram contribuições importantes nesta área. AL-MEGRIN et al. (2022) identificaram 

duas proteínas, a proteína fosfoporina PhoE e uma proteína putativa de porina de membrana 

externa, que foram utilizadas para projetar uma vacina de peptídeo multi-epítopo contra E. 

cloacae. Além disso, ISMAIL et al. (2020) priorizaram quatro proteínas alvo, incluindo a 

proteína usher de membrana externa LptC, a proteína putativa de membrana externa A OmpA, 

a proteína putativa de membrana externa FimD e um transportador de arginina, como candidatas 

potenciais a vacina contra E. cloacae. Furthermore, BOLOURCHI et al. (2022a) identificaram 
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duas proteínas distintas, o receptor de sideróforo dependente de TonB e a proteína contendo o 

domínio YjbH, como novos alvos putativos imunogênicos contra isolados clínicos do complexo 

E. cloacae. Mais recentemente, ALHASSAN (2024) identificou quatro proteínas, a proteína 

associada ao gancho flagelar FigL, o receptor de sideróforo dependente de TonB, a porina 

OmpA e a proteína da haste do corpo basal flagelar FigB, para construir uma vacina de multi-

epítopos contra o complexo E. cloacae. Notavelmente, a vacina desenvolvida em nosso estudo 

incorpora proteínas diferentes das identificadas em estudos anteriores, diminuindo assim a 

lacuna de conhecimento existente nesta área. 

Uma estratégia para a nossa construção de vacina é utilizar múltiplos antígenos, pois estes 

podem induzir uma resposta imune mais abrangente e robusta em comparação com vacinas de 

componente único (DA COSTA et al., 2024). Além disso, a incorporação de múltiplos 

antígenos altamente imunogênicos na construção de vacinas podem ajudar a mitigar o impacto 

da variação antigênica, que pode ocorrer ao confiar em um único antígeno (DA COSTA et al., 

2024). Desta forma, identificamos epítopos de células B, células T auxiliares e células T 

citotóxicos derivados de nossas proteínas conservadas selecionadas. Para manter a eficácia 

contra cepas variantes emergentes, a estratégia adotada é o uso de epítopos de proteínas 

conservadas do core. Isso se deve ao fato de que mutações nessas regiões são improváveis, pois 

trariam um impacto prejudicial e um prejuízo adaptativo considerável para as bactérias 

(AKBAY et al., 2021). Os epítopos selecionados induziram uma resposta antigênica sem 

desencadear reações alérgicas e exibiram propriedades favoráveis, como hidrofilicidade e não 

toxicidade (PRIYAMVADA et al., 2024). 

Para garantir uma ampla cobertura de HLA, os epítopos selecionados de MHC-I e MHC-II 

foram submetidos a docking molecular contra diversas variantes HLA relevantes. Os epítopos 

com os melhores escores médios de docking, assim como os epítopos de células B, foram 

utilizados na construção da vacina. A construção da vacina incorporou uma combinação dos 

epítopos selecionados de células B, células T auxiliares e células T citotóxicos, que foram 

conectados por linkers AAY, GPGPG e KK. Os linkers formadores de α-hélice contendo a 

sequência EAAAK foram adicionados aos terminais C e N dos adjuvantes (SWETHA et al., 

2022). Essas sequências linker não apenas servem para separar fisicamente os diferentes 

componentes peptídicos, mas também podem desempenhar um papel na melhoria da eficácia, 

estabilidade e propriedades imunogênicas das construções de vacinas (ROY et al., 2024; 

BISWAS et al., 2024). A função dos linkers AAY é serem clivados por proteassomos 

mamíferos, o que resulta na liberação de epítopos individuais em sua configuração natural e na 
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prevenção da criação de epítopos funcionais indesejados nas junções (ARAM et al., 2024). Em 

contraste, o linker GPGPG estimula respostas robustas de linfócitos T auxiliares e preserva a 

estrutura do epítopo, enquanto o linker KK serve como um sítio de clivagem para a protease 

lisossomal, que é crucial para a apresentação de antígenos mediada por MHC classe II 

(KOTTARATHIL et al., 2025). Adicionalmente, o linker EAAAK, que é rígido e possui 

propriedades formadoras de hélice, foi selecionado para melhorar as propriedades 

imunogênicas da construção da vacina (PRIYAMVADA & RAMAIAH, 2023; ALIZADEH et 

al., 2022). Para potencializar a resposta de linfócitos T citotóxicos, a sequência PADRE foi 

incorporada ao constructo vacinal, aumentando a estabilidade da estrutura e otimizando a 

eficácia e potência das subunidades (HASHEMPOUR et al., 2024). Adicionalmente, as 

construções de vacina incorporaram adjuvantes derivados dos próprios patógenos, incluindo a 

flagelina FliC, a proteína HBHA, a sequência conservada HBHA ou a proteína ribossomal 50S 

L7/L12. A FliC estimula o sistema imunológico através do receptor Toll-like 5 (MURTAZA et 

al., 2022), enquanto a proteína ribossomal 50S L7/L12 e a sequência HBHA têm a capacidade 

de interagir com o receptor Toll-like 4 (KHAN et al., 2023). Esses adjuvantes podem, portanto, 

induzir respostas imunes mais direcionadas e eficazes (BISWAS et al., 2024). 

Nossas análises resultaram no desenvolvimento de quatro candidatos a vacinas: VEC1, VEC2, 

VEC3 e VEC4. Todas as vacinas se mostraram com propriedades desejáveis, incluindo pesos 

moleculares adequados, pontos isoelétricos altos, natureza não alergênica, estabilidade física, 

caráter hidrofílico e solubilidade. Mais importante, esses candidatos exibiram alta 

antigenicidade e a capacidade de induzir uma resposta imune robusta. O estudo também 

investigou a suscetibilidade dos epítopos vacinais (separados por linkers) à clivagem pelas 

peptidases do proteassomo e por catepsinas específicas. Nossos achados indicaram que os 

linkers selecionados e seu arranjo foram apropriados, permitindo que os epítopos produzidos 

fossem efetivamente apresentados e processados pelo sistema imunológico do hospedeiro, 

induzindo respostas imunes tanto humorais quanto celulares (DAMAS et al., 2022). 

As vacinas desempenham um papel profilático crucial e requerem cobertura extensa para 

enfrentar os desafios futuros impostos por infecções enfrentadas pela comunidade de saúde. 

Consequentemente, uma vacina de multi-epítopos precisa ser adequada à variação global nos 

alelos HLA para atender às necessidades de diferentes grupos étnicos (JIANG et al., 2025). 

Nossas vacinas são previstas para cobrir 92,6% da população global, onde uma cobertura de 

90% mostrou-se previamente suficientemente eficaz para ser usada em todo o mundo (JIANG 

et al., 2025; SHAH et al., 2024; DEY et al., 2023; YOUSAF et al., 2023). Todos os quatro 
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candidatos a vacinas passaram por modelagem estrutural 3D e refinamento para oferecer 

insights valiosos sobre suas interações proteína-ligante (NAKATA et al., 2023). Todos os 

modelos foram validados para comparar com precisão as estruturas não refinadas e refinadas 

(SALAHLOU et al., 2024). Através de nossa modelagem, confirmamos que a maioria dos 

resíduos de interesse em nossas estruturas estavam em regiões favoráveis, indicando que as 

estruturas finais eram de qualidade aceitável. 

Os receptores Toll-like (TLR) desempenham um papel essencial na ponte entre as respostas 

imunes inata e adaptativa, modulando a ativação de células apresentadoras de antígeno e 

regulando a produção de citocinas críticas (DUAN et al., 2022). O complexo TLR1/2 

desempenha um papel central nas respostas imunes, pois é crucial para infecções microbianas, 

maturação de células dendríticas, diferenciação de células T auxiliares e regulação de vias de 

sinalização (ZHU et al., 2025). O TLR2 também é particularmente conhecido por seu 

envolvimento no reconhecimento de uma ampla gama de componentes microbianos, em parte 

devido às suas interações sinérgicas com outros TLRs, como TLR1, TLR6 e, em alguns casos, 

TLR4 (DI LORENZO et al., 2020). Além disso, agonistas de TLR1/2 estão entre os adjuvantes 

mais potentes que melhoram as respostas a vacinas na população idosa (VAN DUIN et al., 

2007). Os padrões de ligação e a estabilidade dos quatro candidatos a vacinas com os receptores 

Toll-like foram avaliados por meio de docking molecular e simulações de dinâmica molecular. 

A VEC1 exibiu a energia de ligação mais forte com TLR1/2, TLR4 e TLR5 quando comparada 

às VEC2-4. A ligação de um ligante aos domínios extracelulares de TLR1 e TLR2 induz sua 

heterodimerização, desencadeando um rearranjo estrutural que inicia a sinalização intracelular 

(JIN et al., 2007). Aqui, o complexo VEC1-TLR1/2 teve um maior número de resíduos 

interagentes usando contatos polares e menos clashs eletrostáticos, particularmente nos 

domínios C-terminal. Essas interações são cruciais na determinação das constantes de ligação 

proteica, mesmo em distâncias relativamente longas, uma vez que interações polares entre 

resíduos carregados conferem especificidade nas interações proteína-proteína (ZHOU & 

PANG, 2018). Isso sugere que as interações entre a VEC1 e os aminoácidos do TLR1/2 formam 

complexos altamente estáveis que ativariam células e sinais intracelulares. Esta interação 

estável foi confirmada, também, com simulações de dinâmica molecular, pois o complexo 

VEC1-TLR1/2 apresentou o menor eigenvalue e regiões mais rígidas em comparação com os 

complexos TLR4 e TLR5, indicando um movimento molecular mais estável e flexível 

(ORESANYA et al., 2024). Nossos achados estão alinhados com os de ZHU et al. (2025), que 

demonstraram a forte afinidade de ligação de vacinas de multi-epítopos direcionadas a 

Pseudomonas aeruginosa com os receptores Toll-like 1 e 2. 
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Em seguida, foram previstas a estrutura secundária e a acessibilidade superficial da VEC1, 

parâmetros essenciais para o desenvolvimento de uma vacina eficaz (MOODLEY et al., 2022). 

A vacina VEC1 foi encontrada com uma alta proporção de resíduos coil (56,29%), seguida por 

domínios α-hélice (34,09%) e β-barril (9,62%). Os motivos de α-hélice enrolada (coiled-coil) 

são antígenos candidatos promissores para o desenvolvimento de vacinas, pois são altamente 

imunogênicos e demonstraram efeitos protetores em numerosos ensaios funcionais in vitro 

(BISWAS et al., 2024; AYADI et al., 2020). Nossos dados indicaram que a maioria dos 

epítopos de MHC-I, MHC-II e de células B estavam expostos, sugerindo regiões potenciais 

para reconhecimento de epítopos e estabilidade da vacina (SAVOJARDO et al., 2021). O 

arranjo espacial de epítopos descontínuos ou conformacionais de células B é fundamental para 

o projeto de vacinas e é influenciado pelo dobramento proteico (MOODLEY et al., 2022). A 

identificação de epítopos descontínuos de células B e seu arranjo dentro da nossa construção 

VEC1 indicam que eles podem ter o potencial de interagir com anticorpos e exibir flexibilidade 

estrutural, tornando a VEC1 uma candidata favorável. 

A simulação imunológica mostrou que a vacina VEC1 gerou níveis elevados de células T 

citotóxicas e auxiliares, bem como IFN-γ. Nossos dados estão alinhados com relatos que 

sugerem que esses parâmetros são críticos para uma resposta imune humoral e adaptativa 

robusta (ROY et al., 2024; PRIYAMVADA & RAMAIAH, 2023; SARVMEILI et al., 2024; 

SARFRAZ et al., 2024). Curiosamente, estudos anteriores descobriram que vacinas avaliadas 

por meio de simulações imunológicas in silico não apenas demonstram a capacidade de induzir 

uma resposta imunogênica robusta, mas também a capacidade de produzir anticorpos in vivo 

(KAUSHIK et al., 2022). Além disso, a sequência nucleotídica da VEC1 foi otimizada para 

maior eficiência transcricional e translacional dentro da E. coli K12, considerando seu conteúdo 

de GC e índice de adaptação de códons (CAI) (SALAHLU et al., 2024). A construção final foi 

projetada com sítios de restrição Ndel e Xhol, permitindo sua clonagem no vetor de expressão 

pET28a+, que mostra sua adequação para testes in vitro. Em conclusão, este estudo empregou 

várias técnicas computacionais para desenvolver um candidato potencial a vacina, VEC1, 

contra o patógeno E. cloacae. Os dados demonstraram que a vacina VEC1 possui propriedades 

estruturais e fisicoquímicas favoráveis e tem o potencial de induzir respostas imunes tanto 

humorais quanto baseadas em células. Além disso, foi previsto que a VEC1 pode ser 

prontamente expressa em cepas de E. coli. Embora a aplicação de abordagens de 

imunoinformática tenha se mostrado valiosas para orientar os estudos experimentais para a 

vacina, nosso estudo teve algumas limitações. Por exemplo, as ferramentas computacionais 

disponíveis não foram capazes de identificar antígenos baseados em carboidratos, que podem 
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ser antígenos protetores comuns (COCORULLO et al., 2023). Esses tipos de análises 

frequentemente priorizam antígenos altamente expressos ou aqueles com peptídeos sinal 

distintos, enquanto negligenciam antígenos menos abundantes, mas possivelmente igualmente 

eficazes (JIANG et al., 2025). Consequentemente, outros epítopos que ainda contribuem para 

a resposta imune podem ter sido sub explorados. A resposta imune prevista por simulações in 

silico pode não levar em conta fatores como condições médicas pré-existentes e idade, que 

podem influenciar a resposta imune de um indivíduo após receber a vacina em cenários do 

mundo real (ROY et al., 2024). A validação experimental em modelos animais é crítica para 

confirmar imunogenicidade, segurança e eficácia protetora, ligando a promessa computacional 

à aplicação real (MURSALEEN et al., 2024; SHAH et al., 2023). Como resultado, o nosso 

candidato a vacina de multi-epítopos proposto passará por avaliação e validação extensas na 

próxima fase de estudos. Isso envolverá uma análise detalhada de sua capacidade de induzir 

uma resposta imune robusta e protetora, bem como uma avaliação completa de seu perfil de 

segurança geral em modelos animais relevantes. Espera-se que os achados desses estudos 

contribuam para o desenvolvimento e aplicação clínica bem-sucedidos da vacina VEC1 contra 

cepas de E. cloacae. 

6. CONCLUSÃO 

O presente estudo empregou uma abordagem integrada de proteômica subtrativa, vacinologia 

reversa e imunoinformática para a identificação e caracterização de candidatos a vacinas contra 

Enterobacter cloacae. A partir dos achados deste estudo, apresento a seguir as conclusões mais 

relevantes, organizadas conforme os objetivos propostos. 

• A triagem de 21 genomas clínicos permitiu selecionar proteínas associadas à essencialidade, 

virulência e resistência antimicrobiana, resultando em 39 alvos não homólogos ao proteoma 

humano e à microbiota intestinal, consolidando um conjunto seguro e biologicamente 

relevante para aplicação em vacinas. 

• Por meio de ferramentas imunoinformáticas, foram identificados epítopos com alta 

afinidade para alelos de MHC, não tóxicos, não alergênicos e fortemente antigênicos, 

garantindo determinantes capazes de estimular respostas imunes celular e humoral de forma 

abrangente. 

• Com base nos epítopos selecionados, foram desenvolvidas quatro construções de vacinas 

(VEC1–VEC4), cada uma composta por adjuvantes e linkers específicos. Todas 
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apresentaram propriedades físico-químicas favoráveis, elevada antigenicidade, ausência de 

alergenicidade e boa solubilidade. Entre elas, a VEC1 foi priorizada para análises 

aprofundadas após demonstrar as melhores interações nos estudos de docking. 

• Todas as construções multi-epítopo apresentaram modelos tridimensionais estruturalmente 

adequados após as etapas de modelagem, refinamento e validação. Entre elas, a VEC1 foi 

selecionada para análises aprofundadas devido ao seu desempenho superior nas interações 

de docking com receptores Toll-like, demonstrando maior potencial para ativação da 

resposta imunológica. 

• As simulações imunológicas demonstraram que a VEC1 tem potencial para estimular 

produção robusta de anticorpos, ativação de células T auxiliares e citotóxicas, além da 

geração de células de memória, indicando a capacidade da formulação de promover uma 

resposta imunológica eficaz e duradoura. 

• A otimização de códons e a clonagem in silico da sequência da VEC1 no vetor pET-28ª (+) 

evidenciaram que o candidato é viável para expressão heteróloga em Escherichia coli, 

representando um passo fundamental para a transição do modelo computacional para testes 

laboratoriais. 
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