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1. INTRODUCAO

A leptospirose € uma doenca bacteriana zoondtica ocasionada por espiroque-
tas do género Leptospira (GUPTA; MAHMOOD; ADEOLU, 2013). Dispbe de uma
vasta distribuicdo geografica, manifestando uma prevaléncia caracteristica em pai-
ses tropicais e subtropicais (CASTRO et al., 2008). Para a prevencdo da doenca,
diminuicdo do perigo de infeccéo e por consequéncia das perdas econdmicas e So-
ciais, o controle e a prevencao da zoonose sao essenciais (CASTRO et al., 2008) e,
no ambito veterinario, isto baseia-se na vacinacao sistematica do rebanho (CASTRO
et al., 2008).

As vacinas representam a técnica de prevencao para doencas infecciosas
com a relacdo custo-beneficio mais vantajosa ja utilizada na saude publica e € a
medida mais recomendada contra a leptospirose (McBRIDE et al., 2005). As vacinas
a disposicdo no mercado contra a doenca, bacterinas, sdo suspensdes celulares
mono ou polivalentes (VERMA; KHANNA; CHAWLA, 2013) de células inteiras inati-
vadas por calor ou quimicamente, que provocam uma resposta imunologica majorita-
riamente contra o lipopolissacarideo (LPS) da membrana da célula bacteriana
(ADLER, 2014). Ja as vacinas de subunidades proteicas baseadas em antigenos
recombinantes representam uma estratégia atraente para superar as limitacoes das
vacinas convencionais, conferindo maior seguranca e com potencial para inducao de
protecdo cruzada duradoura (DELLAGOSTIN et al., 2011; 2017).

As proteinas LIC12287, LIC11711 e LIC13259 foram selecionadas com base
em sua localizacéo celular, a partir de andlises in silico e através da identificacédo por
estratégia de vacinologia reversa por FIGUEREDO et al. (2017); KOCHI et al. (2019)
e CAVENAGUE et al. (2019). Estas, sao lipoproteinas de localizagcdo no espaco pe-
riplasmatico extracelular da bactéria, o que sugere um potencial de contribuicdo nos
processos de evasao e invasao imune nos hospedeiros, revelando desta forma uma
possivel funcdo na viruléncia (CAVENAGUE et al., 2019; FIGUEREDO et al., 2017;
KOCHI et al., 2019).

Assim sendo, é fundamental que se busquem estratégias para a formulagéo
de vacinas contra a leptospirose que induzam uma protecdo com maior eficacia e a
longo prazo (CONRAD et al., 2017; DELLAGOSTIN et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
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2020). Portanto, o objetivo deste estudo foi a andlise in silico e a constru¢do de gene
sintético que codifica uma quimera, a partir de segmentos antigénicos de LIC12287,
LIC11711 e LIC13259, para a formulacdo de vacinas contra leptospirose.

2. METODOLOGIA

Para a construcdo da quimera LIC12287/LIC11711/LIC13259 (QLIC) as se-
guéncias de aminoacidos das proteinas LIC12287, LIC11711 e LIC13259 foram ob-
tidas através do banco de dados Genbank (acessos AE016823.1 e AE016824.1 do
genoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130). A identifica-
cdo da presenca de peptideo sinal foi realizada através do software SignalP-6.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP). A predicdo da estrutura tri-
dimensional das proteinas foi realizada no  servidor [I-TASSER
(https://zhanggroup.org//I-TASSERY/). A identificacdo de epitopos imunogénicos re-
conhecidos por células B foi realizada pelo software BepiPred-2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0). Foi realizada a compu-
tacdo de parametros fisicos e quimicos através do software ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam/). Na constru¢do da QLIC foi adicionado um linker
de 8 glicinas e 2 serinas. O gene sintético que codifica a QLIC, foi sintetizado pela
empresa GenOne Biotech (Rio de Janeiro), com cdédons otimizados para Escherichia
coli e clonado no vetor pET28a, entre os sitios de restricdo de Nhel e EcoRl.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a obtencdo das sequéncias de aminoacidos das proteinas LIC12287,
LIC11711 e LIC13259 através do banco de dados Genbank a QLIC foi construida
com a insercdo de um linker de 8 glicinas e 2 serinas (GGGGSGGGGS) para permi-
tir o dobramento adequado (Figura 1).

-Nhel

1 1
,> LIC11711 >> LIC13259

Linker: GGGGSGGGGS.

Figura 1. Representacdo esquematica da QLIC, clonada no vetor pET28a, entre 0s
sitios de restricdo Nhel e EcoRI. Cada proteina é conectada pelo linker de 8 glicinas
e 2 serinas para permitir o dobramento adequado, apresentado em amarelo.

A predicao da estrutura tridimensional da QLIC foi realizada no servidor I-
TASSER e podemos visualiza-la na Figura 2.



' ‘r 8 SEMANA i ‘
P INTEGRADA VI CIT — CONGRESSO DE INOVAGCAO TECNOLOGICA

UFPEL 2022

Figura 2. Predicao in silico da estrutura conformacional da proteina quimérica QLIC
(I-TASSER).

Por fim, foi realizada a computacao de parametros fisicos e quimicos de cada
sequéncia de proteina e da sequéncia da QLIC através do software ProtParam, re-
sultados podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros Fisicos e Quimicos (ProtParam) — LIC12287, LIC11711,
LIC13259 e QLIC

Pardmetros fisicos e quimicos LIC12287 LIC11711 LIC13259 QLiIC
NUmero de aminoéacidos 118 182 114 434
Peso molecular (kDa) 12,37 20.72 13.05 47.38
Ponto isoelétrico tedrico (pl) 8.54 6.40 5.42 6.48
Numero total de atomos 1750 2933 1835 6668
Meia vida (E. coli, in vivo) 10 h 3 min 10 h 10 h
indice de instabilidade (I1) 33.66* 29.35* 35.81* 34.84*
indice alifatico 84.32 85.05 80.35 79.70
Grande média de hidropatia (GRAVY) -0.12 -0.67 -0.556 -0.48

* |sso classifica a proteina como estavel.

A sequéncia codificadora de interesse foi corretamente clonada, resultando
em um fragmento préximo do tamanho esperado de 6695 pb (Figura 3).

1 2 3

5000 pb

Figura 3. Analise em eletroforese em gel de agarose 0,8% para caracterizar os veto-
res pET28a/quimera e pET28a. 1, Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA La-
dder; 2, pET28a/quimera; 3, pET28a.
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4. CONCLUSOES

Levando em conta a construcéo, obtencédo e clonagem da quimera recombi-
nante composta pelas proteinas de membrana externa de L. interrogans LIC12287,
LIC11711 e LIC13259 no vetor pET28a como um gene sintético, sera avaliado o po-
tencial imunoprotetor e esterilizante de formulagdes vacinais em hamsters para vali-
dar sua aplicacdo como um potencial alvo vacinal contra leptospirose, buscando es-
tratégias que induzam uma protecdo mais eficiente e a longo prazo contra a doenca.
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