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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca infecciosa causada por espiroguetas
patogénicas pertencentes ao género Leptospira (MCBRIDE et al.,2005). Os seres
humanos sédo infectados através da exposicdo direta com animais carreadores
dessa bactéria ou através de contato indireto com agua ou solo contaminados
(SAMIR et al, 2015). Os sinais clinicos variam desde uma doenca semelhante a
gripe até uma infeccado grave com faléncia de diversos 6rgdos (ADLER; DE LA
PENA MOCTEZUMA, 2010). E a zoonose mais difundida no mundo (ADLER et
al., 2010). A estimativa é de 873 mil casos de Leptospirose grave e 49 mil 6bitos
ocorram a cada ano (PICARCEAU et al.; 2014). Atualmente as vacinas
disponiveis, com base nas bactérias inteiras inativadas sdo de baixa eficacia. O
foco atual no desenvolvimento de vacina contra Leptospirose € descobrir
antigenos que induzam protecéo a longo prazo, sem efeitos colaterais, contra 0s
mais de 300 sorovares de Leptospira spp. patogénica. Novas estratégias para
busca de novos e promissores antigenos para desenvolvimento de vacinas sao
necessarias para a prevencao dessa zoonose (Dellagostin et. al 2011).

Dentre os pré-requisitos para desenvolvimento de uma vacina
protetora contra doencas bacterianas, destaca-se 0s antigenos secretados,
relacionados com algum mecanismo patogénico (como toxinas) e, principalmente
0S expostos na superficie da bactéria (SETUBAL et al .; 2006). Uma resposta
imune montada contra um antigeno de superficie deve ser capaz de reconhecer a
bactéria viva e elimina-la pelo ataque do sistema imune. Em bactérias didermes
como a Leptospira spp. as proteinas normalmente expostas na superficie sao
lipoproteinas ancoradas no folheto externo da membrana externa ou proteinas
integrais de membrana externa com estrutura de barril-beta, apresentando uma
porcdo exposta (SETUBAL et al .; 2006). Devido a caracteristicas estruturais, a
predicdo de localizacdo subcelular de lipoproteinas in silico s6 € possivel por
analise de homologia (pouco confiavel), ja proteinas barril beta expostas na
superficie possuem uma estrutura secundaria extremamente caracteristica,
facilmente identificada por softwares especificos (SETUBAL et al .; 2006). Neste
trabalho, aplicamos a vacinologia reversa baseada na busca de proteinas barril-
beta integrais de membrana, expostas na superficie ou secretadas utilizando uma
série de software disponiveis online, a partir do genoma de L. interrogans.

2. METODOLOGIA
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A sequéncia completa do genoma de L. interrogans sorogrupo
Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130 foi obtida do
GenBank (numero de acesso AE016823 e AE016824, respectivamente para 0s
cromossomos | e Il) e as sequéncias de proteina correspondentes a este genoma
foram obtidas em um arquivo FASTA, utilizando o software Artemis (CARVER et
al., 2012). Em seguida foi realizada a andlise do proteoma predito a partir da
sequencia do genoma, utilizando ferramentas computacionais escolhidas de
acordo com as caracteristicas importantes de um antigeno para o
desenvolvimento de vacina contra leptospirose.

Os softwares utilizados foram: Cello v.2.5, Psort-B v.3.0.2 e Gneg-PLoc
v.2.0 para predicdo de localizacdo subcelular; Bomp, MCMMBB, TMBETADISC-
RBF e Hhomp 1.0 para predi¢do de proteinas com estrutura barril-beta; Phobius,
THmm v 2.0, Hmmtop v 2.0 e Mensat2 para proteinas com a estrutura secundaria
a-hélice transmembrana (TMH); PrediSi, SignalP v.4.1 e SignalCF para predi¢édo
de proteinas com peptideo sinal (PS). O resultado dos softwares de localizacao
subcelular foi filtrado de forma a remover da lista proteinas com TMH (proteinas
de membrana interna), mantendo proteinas com PS. A partir desta andlise,
originou-se listas de proteinas: uma de proteinas preditas como proteina de
membrana externa (OMP) com a estrutura de barril beta e outra de OMP sem
barril beta, além da lista de proteinas secretadas.

Os softwares LipoP v.1.0 e Splip foram utilizados para predicdo de
lipoproteinas, cujo resultado foi filtrado com a lista de proteinas preditas como
OMP pelos softwares de predicdo de localizacdo, tomando por base homologia
entre lipoproteinas de OMP de outras bactérias didermes e as preditas para
Leptospira spp.

Todo o proteoma predito de L. interrogans foi analisado em cada um dos
softwares, individualmente e a andlise foi facilitada por um script escrito em
linguagem Python (FRIEDRICH et al.,2014), que teve como objetivo, organizar os
diferentes resultados dos softwares e transferi-los para um arquivo CSV e XLS
com os dados de cada proteina. Esses dados foram analisados e filtrados entre si
guando necessario utilizando Microsoft Excel 2013.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ferramenta Artemis encontrou 3.659 proteinas codificadas no genoma. A
andlise pelo software Cello identificou 132 proteinas extracelulares e 399 de
membrana externa; Psort identificou 62 proteinas como de membrana externa e
76 como extracelular; Gneg-PLoc identificou 78 como de membrana externa e
143 como extracelular. A busca por OMPs com barril-beta identificou em cada
software: Bomp, 79; MCMBB, 182; TMBETADISC, 1041, e HHOMP, 69.Phobius
encontrou 2827 proteinas, THMM 2735, HMMTOP 1894 e Mensat 2487 como
proteinas nao contendo a-hélice transmembrana (ndo ancoradas na membrana
interna). O software PREDISI identificou 745, SignalP 111, SignalCF 910 como
proteinas contendo peptideo sinal. O LipoP identificou 164 e o SPLIP 175
lipoproteinas.

Combinando os resultados dos softwares de localizacéo celular (Cello, Psort
e GengmPloc) obtivemos uma lista de proteinas contidas em todos os trés
softwares e em pelo menos um deles. Sendo 25 proteinas de membrana externa
e 7 extracelulares em todos os programas; 439 proteinas de membrana externa e
278 extracelulares em pelo menos um software. Os resultados dos softwares para
identificacdo de proteinas com TMH (Phobius, THMM, HMMTOP e Mensat)
quando combinados apresentaram 2001 proteinas em todos e 3227 em pelo
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menos um desses programas, preditas como sem TMH. Foram identificadas 72
proteinas em todos os softwares e 1202 em pelo menos um dos softwares que
buscam peptideo sinal (SignalCF, SignalP e PREDISI). Nos preditores de
proteinas com barril-beta (BOMP, MCMBB, HHOMP e TMBETADISC) tivemos 20
proteinas em todos os softwares e 1095 em pelo menos um destes softwares. Ao
total, 24 proteinas foram identificadas por todos os softwares como proteina sem
TMH e contendo PS, e 849 em pelo menos um dos softwares para estas
caracteristicas. Nenhuma proteina predita como OMP ou proteina extracelular foi
predita considerando o resultado em comum entre todos os softwares incluindo a
lista de proteinas sem TMH e com PS. Quando consideramos proteinas preditas
em pelo menos um software foram preditas 203 proteinas de membrana externa,
sem TMH e com PS, assim como, 152 proteinas extracelulares sem TMH e com
PS.

Ao total, encontramos 141 proteinas preditas como presentes na membrana
externa, sem TMH, com PS e apresentando a estrutura secundaria de barril beta,
identificadas por pelo menos um software. Dessas 141 proteinas 15 sdo preditas
em todos os softwares de estrutura barril beta, 40 pelo Hhomp e 42 pelo Psort
como de membrana externa, 19 como contendo peptideo sinal pelo SignalP e 66
sendo proteinas sem a-hélice. Combinando esses resultados 5 proteinas estao
contidas em todas essas listas, sendo elas: LIC10714, anotada como uma
proteina de membrana externa; LIC10896, um componente do complexo de
transporte da membrana externa Tonb; LIC11268, anotada como proteina
hipotética; LIC12374 outro componente TonB; e LIC13417, outra proteina
hipotética.

Analisando os resultados combinados, ndo encontramos lipoproteinas que
foram preditas como presentes na membrana externa por todos os softwares e 76
em pelo menos um para localizacdo. Apesar da dificuldade para predicdo correta
de lipoproteinas, estes softwares consideram homologia entre essas lipoproteinas
de leptospiras e lipoproteinas de Gram-negativas, ja validadas como
componentes de membrana externa.

4.CONCLUSOES

A analise do proteoma predito para L. interrogans sorovar Copenhageni cepa
Fiocruz L1-130 possibilitou a identificacdo de 141 proteinas preditas como
proteinas integrais de membrana externa com conformacao de barril beta; 152
proteinas secretas e 76 lipoproteinas preditas como presentes na membrana
externa. Das 141 OMPs com barril beta, 5 sdo destaques por terem sido
identificadas por softwares confiaveis. Em seguida, faremos uma analise mais
detalhada sobre a possivel funcdo predita para estas proteinas, modelagem
estrutural para buscar porcdes expostas das mesmas, busca por epitopos
imunogénicos e confirmacdo experimental da localizagdo subcelular destas
proteinas. As proteinas expostas na superficie de Leptospira spp. serdo utilizadas
em experimentos para desenvolvimento de vacinas recombinantes contra
leptospirose.
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