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Introduciao

A leptospirose bovina ¢ uma doenca endémica nos rebanhos brasileiros e os bovinos
considerados hospedeiros de manutengdo do sorovar Hardjo que possui dois genotipos
distintos: Hardjobovis ¢ Hardjoprajitno. O gendtipo Hardjobovis pertence a espécie
Leptospira borgpetersenii e o genotipo Hardjoprajitno a espécie Leptospira interrogans.
Apesar de ambos causarem problemas reprodutivos nos rebanhos bovinos de todo
mundo, existem diferencas epidemioldgicas e certamente antigénicas entre eles
(BULACH et al., 2006). A vacina contra a leptospirose bovina ainda apresenta sérias
limitagdes, pois as preparacdes vacinais disponiveis sdo bacterinas, as quais sdo
sorovar-especifica com protecdo apenas para os sorovares presentes na vacina (KO et
al., 2009) e pouco se sabe se existe protecao cruzada entre estes dois genotipos. Esses
antigenos estimulam uma resposta timo independente, ndo induzindo, portanto,
protecdo a longo prazo contra infec¢do o que torna necessaria sua administracdo
anual ou semestral. Além disso, essas vacinas disponiveis comercialmente sdo
constituidas por cepas isoladas em outros paises, com fauna e ecossistemas diferentes
das existentes em nosso pais (LILENBAUM, 1996). Essa diversidade antigé€nica
observada entre os sorovares de Leptospira spp. ocorre devido as variagdes de
carboidratos na cadeia lateral do LPS, dificultando a elaboragdo de uma vacina
multivalente. A gendmica comparativa e estudos in silico de sequéncias gendmicas
nos ultimos anos possibilitaram a predicdo de genes candidatos vacinais (vacinologia
reversa) (SANTOS, et al., 2011).0 objetivo deste estudo é predizer alvos vacinais
protéicos conservados nos dois gendtipos do sorovar Hardjo (Hardjobovis e
Hardjoprajitno) utilizando ferramentas in silico de vacinologia reversa.

Material e métodos

Para a predi¢do de genes a vacinologia reversa, foram utilizados os genomas
completos das cepas Leptospira interrogans  gen6tipo  Hardjoprajitno
(NZ_CP012603. 1) e Leptospira borgpetersenii  gendtipo  Hardjobovis
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(NC_008508.1) obtidos através do banco de dados GenBank. Os genomas completos
Ferreira, G. A. S.'foram transportados no formato GBK para a ferramenta ARTEMIS
(Sanger Institute) para a identificacdo da sequéncia de nucleotideos dos genes de
interesse.

Para a busca por alvos vacinais protéicos foram considerados os 30 maiores
valores de Maturity Epitope Density (MED scores). Posteriormente, através da
ferramenta BLAST, foi realizada a busca por alvos vacinais conservados utilizando a
sequéncia de aminodcidos das proteinas escolhidas previamente. As proteinas que
apresentaram potencial de provocar atividade imunogénica nas duas cepas foram
consideradas potenciais alvos vacinais.

Resultados e Discussao

Neste estudo, a predicdo in silico de potenciais candidatos genes vacinais para o
gendtipo Hardjobovis resultou em um total de 354 proteinas identificadas como
possivelmente expostas na superficie (PSE) e 87 secretadas com os 30 melhores
MED scores variando de 53 a 16. Ja& no Hardjoprajitno foram encontradas
781proteinas PSE e 181 secretadas com os 30 melhores MED scores variando de 84
a 23. Os valores foram obtidos através do MED scores 1.0 Server
(http://med.compbio.sdu.dk/). E conforme descrito por Santos et al., (2013), os
MED scores apresentam boa eficacia na identificagdo de alvos de vacina.

Ap0s a analise estatistica pelo MED scores foram selecionados quatro genes
com alto valor de score presente no genotipo Hardjobovis e presente com identidade
maior que 80% na Hardjoprajitno. Esses genes selecionados representam quatro
proteinas do grupo PSE e apresentam as seguintes fungdes: proteina translocase
SecE, transporte de proteina intracelular; proteina hipotética com fungdo
desconhecida; proteina de membrana com funcdo enzimatica, de transporte,
estrutural, e de recepg¢ao; flipase, translocagdo de lipopolissacarideo da membrana.

Esta predicdo baseia-se nas proteinas exportadas, por estas estarem
fortemente relacionadas com a interacdo patdgeno-hospedeiro (SANTOS et al.,
2011). A vacinologia reversa tem como vantagem a utilizacdo de todos os genes do
genoma do organismo, e como limitacdes a incapacidade de predizer antigenos ndo
protéicos; se os alvos selecionados sdo imunogénicos ou nio e o grande numero de
alvos normalmente gerados pela predicdo (RAPPUOLI, 2000). As lipoproteinas de
espiroquetas t€ém sido consideradas antigenos capazes de induzir resposta imune
protetora. Nestes micro-organismos, as lipoproteinas sdo comprovadamente, as mais
importantes proteinas que compdem a membrana celular, entretanto apenas um
niamero pequeno destas ¢ caracterizado funcionalmente (HAAKE, 2000). Neste
estudo, para os dois genotipos do sorovar Hardjo, foram encontradas proteinas
possivelmente expostas na membrana com alto MED scores e nenhuma delas sao
lipoproteinas. Devido a variedade genotipica deste micro-organismo ha uma grande
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quantidade de proteinas que podem ser avaliadas como promissores de antigenos
vacinais para a leptospira.

Conclusoes

Neste estudo de predi¢do de alvos vacinais in silico, foram encontradas quatro
proteinas conservadas dentre as 30 analisadas com maior MED scores. Logo, ¢
possivel criar uma vacina bivalente (com protecdo para os dois gendtipos do sorovar
Hardjo) para a espécie bovina. Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos
incluindo testes in vivo para validacdo da eficiéncia da vacina.
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